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PREFACIO 


l escribir la séptima edición de Biología celular y molecular 

hemos incorporado muchos de los espectaculares avances 

de los últimos cuatro años en la ciencia biomédica, pro- 
ducto en parte de nuevas tecnologías experimentales que revolu- 
cionaron muchos campos. Por ejemplo, técnicas rápidas para la 
secuenciación del DNA y el RNA han revelado muchos RNA no co- 
dificantes nuevos que regulan la expresión génica y la identificación 
de cientos de genes humanos que afectan enfermedades como la dia- 
betes, la osteoporosis y el cáncer. La genómica ha permitido también 
recabar muchos nuevos conocimientos sobre la evolución de las for- 
mas de vida y las funciones de miembros individuales de familias de 
multiproteínas. La exploración de los desarrollos más actuales en el 
campo es siempre una prioridad para escribir una edición nueva, 
pero también es importante para nosotros comunicar las bases de la 
biología celular de forma clara. Para este fin, además de la introduc- 
ción de nuevos descubrimientos y tecnologías, hemos optimizado y 
reorganizado diversos capítulos para clarificar procesos y conceptos 
para los estudiantes. 


Nueva coautora, Angelika Amon 


La nueva edición de MCB introduce un miembro a nuestro equi- 
po de autores, la investigadora y respetada docente Angelika Amon, del 
Massachusetts Institute of Technology. Su laboratorio utiliza la levadura 
S. cerevisiae y modelos de ratones y cultivos celulares para lograr una 
compresión molecular detallada de los circuitos reguladores que con- 
trolan la segregación de cromosomas y los efectos de la aneuploidía y la 
fisiología celular. La Dra. Amon también enseña a estudiantes universi- 
tarios y de posgrado materias de Biología celular y Genética. 


Contenido innovador, revisado 


La séptima edición de Biología celular y molecular incluye capítulos 


nuevos y mejorados: 


e “Moléculas, células y evolución” (Capítulo 1) ahora enmarca a la 
biología celular en el contexto de la evolución: esta perspectiva ex- 
plica por qué los científicos escogen organismos “modelo” unicelu- 
lares o multicelulares particulares para estudiar genes y proteínas 
específicas que son importantes para la función celular. 

e “Cultivo, visualización, y perturbación de células” (Capítulo 9) 
se ha reescrito para incluir los métodos innovadores que incluyen 
FRAP, FRET, siRNA y química biológica, lo que ha convertido a 
este capítulo en un informe sobre la vanguardia de los métodos 
actuales. 

+. “Transducción de la señal y receptores acoplados a proteína G” y 
“Vías de señalización que controlan la expresión génica” (Capítulos 
15 y 16) han sido reorganizados e ilustrados con figuras de revisión 


simplificadas para ayudar a los estudiantes a navegar en la compleji- 
dad de las vías de señalización. 

e “El ciclo celular eucarionte” (Capítulo 19) comienza con el concep- 
to START (el compromiso de una célula de entrar en el ciclo celular 
comenzando con la síntesis de DNA) y continúa a través de todas las 
etapas del ciclo. El capítulo se enfoca en las levaduras y los mamífe- 
ros, y utiliza nombres generales para componentes del ciclo celular 
cuando es posible, para mejorar así el entendimiento de los estu- 
diantes. 

e “Células madre, asimetría celular y muerte celular” (Capítulo 21) 
incorpora tópicos sobre el desarrollo, incluidas las células madre 
pluripotentes inducidas (iPS). 


Figura 9-22 En este fibroblasto murino, se utilizó FRET para revelar que la inte- 
racción entre una proteína reguladora activa (Rac) y su compañero de unión se 
localiza en el frente de la célula migratoria. 


Mayor la claridad, mejor pedagogía 


Como docentes experimentados, tanto de estudiantes universita- 
rios como de posgrado, siempre nos esforzamos en encontrar maneras 
para que los estudiantes comprendan mejor. En esta séptima edición, 
temas eternamente confusos como la energética celular, la señalización 
celular y la inmunología se han optimizado y revisado en favor de la 
comprensión del estudiante. Se reconsideró cada figura y, de ser posi- 
ble, se simplificó para resaltar los puntos clave. Los materiales de final 
de capítulo fueron exhaustivamente revisados e incluyen un 30% de 
preguntas nuevas, y problemas de Análisis de los datos adicionales para 
brindar a los estudiantes más práctica en la interpretación de evidencia 
experimental. El resultado es un equilibrio entre la actual vanguardia y 
el enfoque experimental con atención en la claridad, la organización y 
la pedagogía. 


(a) Unión anfitélica 


(c) Unión sintélica (d) 


(b) Unión merotélica 


Cohesinas 


Cromátidas hermanas 


Figura 19-25 Adhesiones estables e inestables de cromosomas 


Descubrimientos nuevos, tecnologías nuevas 


Regulación covalente de la actividad proteica por ubicuitinación/ 
desubicuitinación (Capítulo 3) 

Chaperonas moleculares, incluida la familia de proteínas Hsp90 
(Capítulo 3) 

Síntesis proteica de mamíferos y las funciones de la polimerasa delta 
(hebra retardada) y síntesis de DNA eucarionte ( Capítulo 4) 
Sondas no radioactivas (p. ej., para hibridación in situ) (Capítulo 5) 
PCR cuantitativa (y RT-PCR) y secuenciación de DNA de alto ren- 
dimiento (Capítulo 5) 

Huellas digitales de DNA utilizando microsatélites y PCR (Capítulo 
6) 

Secuenciación de genoma personal y el Proyecto 1 000 genomas 
(Capítulo 6) 

Mecanismos epigenéticos de regulación transcripcional ( Capítulo 
7) 

Regulación transcripcional por RNA no codificantes (p. ej., Xist en 
inactivación de cromosoma X, formación de heterocromatina di- 
rigida por siRNA en levaduras de fisión y metilación de DNA en 
plantas) (Capítulo 7) 

mRNA fluorescente marcado para seguir localización de mRNA en 
células hepáticas (Capítulo 8) 

Estructura y función del complejo del poro nuclear (Capítulos 8 y 
13) 

Cobertura adicional de FRAP, FRET, y técnicas de siRNA (Capítulo 
9) 

Gotas lipídicas y su formación (Capítulo 10) 

Ensamblaje del complejo multiproteico de receptor célula T (Capí- 
tulo 10) 

Estructura de la ATPasa de NA*/K* (Capítulo 11) 

Estructura y mecanismos del transportador multifármaco ABCB1 
(MDR1) (Capítulo 11) 
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Estructura y función del regulador transmembrana de fibrosis quís- 


tica (Capítulo 11) 

La función de un antitransportador aniónico en la reabsorción ósea 
(Capítulo 11) 

Estructuras del complejo 1 y II, así como del mecanismo del flujo 
electrónico y el bombeo de protones en la cadena de transporte de 
electrones (Capítulo 12) 

Generación e inactivación de especies de oxígeno reactivas tóxicas 
(ROS) (Capítulo 12) 

El mecanismo de flujo de protones a través de hemicanales de la 
ATP sintasa (Capítulo 12) 

Proteínas de membrana ancladas por cola (Capítulo 13) 

Cómo las modificaciones de los oligosacáridos N-unidos se utili- 
zan para verificar el plegamiento proteico y como control de calidad 
(Capítulo 13) 

El mecanismo de formación de endosomas multivesiculares que in- 
volucra la ubicuitinación y ESCRT (Capítulo 14) 

Avances en el entendimiento de la autofagia como un mecanismo 
para el reciclaje de orgánulos y proteínas (Capítulo 14) 

Técnicas de purificación de afinidad para estudiar proteínas de 
transducción de señales (Capítulo 15) 

Estructura del receptor B-adrenérgico en los estados activo e inacti- 
vos y con su proteína G trimérica asociada, G,s (Capítulo 15) 
Activación del receptor EGF por EGF a través de la formación de un 
dímero de dominio cinasa asimétrico (Capítulo 16) 

La señalización de Hedgehog en vertebrados involucra ciliados pri- 
marios (Capítulo 16) 

Vía de señalización NF-kB y estructura base poliubicuitina (Capí- 
tulo 16) 

Integración de señales en la diferenciación de células grasas a través 
de PPARy (Capítulo 16) 

Mecanismo de nucleación Arp2/3 de filamentos de actina (Capítulo 
17) 

La dinámica de los microfilamentos durante la endocitosis y el papel 
del reciclaje de membranas endocíticas durante la migración celular 
(Capítulo 17) 

Transporte intraflagelar y la función de los cilios primarios (Capítu- 
lo 18) 

Mitosis y citocinesis de las plantas (Capítulo 18) 

+TIP como reguladores de la función final (+) de los microtúbulos 
(Capítulo 18) 

Proteínas involucradas en la formación del huso mitótico y adhe- 
sión cinetocoro a los microtúbulos (Capítulo 19) 

Fibras elásticas que permiten a muchos tejidos sufrir estiramientos 
y retrocesos (Capítulo 20) 

Remodelación y degradación de la matriz extracelular por parte de 
metaloproteinasas (Capítulo 20) 

Células madre en el epitelio intestinal (Capítulo 21) 

Regulación de la expresión génica en las células madre embrionarias 
(Capítulo 11) 

Generación de células madre pluripotenciales (¡PS) (Capítulo 21) 
Avances en la comprensión de la muerte celular regulada (Capítulo 
21) 

Estructura del receptor acetilcolina nicotínico (Capítulo 22) 
Modelo molecular del complejo receptor MEC-4 en C. elegans (Ca- 
pítulo 22) 

Formación de la sinapsis en las uniones neuromusculares (Capítulo 
22) 


. Receptores del tipo Toll (TLR) y la inflamasoma (Capítulo 23) 
e Epigenética y cáncer (Capítulo 24) 


Las células que nacen en el cerebelo en desarrollo 


Importancia médica 


Muchos avances en biología molecular y celular básica han llevado 
a nuevos tratamientos para el cáncer y otras enfermedades humanas 
importantes. Estos ejemplos médicos se incorporan a través de los capí- 
tulos donde se les brinda de forma adecuada a los estudiantes una apre- 
ciación de las aplicaciones médicas de la ciencia básica que están apren- 
diendo. Muchas de estas aplicaciones dependerán de un entendimiento 
detallado de los complejos multiproteicos en las células-complejos que 
catalizan los movimientos celulares, regulan la replicación y reparación 
y transcripción del DNA, coordinan el metabolismo y conectan las cé- 


lulas con otras células y con proteínas e hidratos de carbono en sus 
ambientes extracelulares. 
La siguiente lista brinda nuevos ejemplos médicos. 


e Transporte de colesterol y ateroesclerosis como una ilustración del 
efecto hidrófobo (Capítulo 2) 

e Uso del maíz genéticamente modificado con alto contenido de lisina 
para estimular el crecimiento del ganado como una ilustración de la 
importancia de los aminoácidos esenciales (Capítulo 2) 

e Poliovirus y HIV-1 como ejemplos de virus que infectan solo ciertos 
tipos de células debido a los receptores de superficie celular específi- 
cos de tejidos (Capítulo 4) 

e Vacuna de HPV y su capacidad de proteger contra tipos comunes de 
HPV y el desarrollo de cáncer cervical (Capítulo 4) 

e La enfermedad de Huntington como ejemplo de una enfermedad de 
expansión de microsatélites (Capítulo 6) 

+ Tratamiento potencial de la fibrosis cística que utiliza moléculas pe- 
queñas que podrían permitir a la proteína mutante el tránsito nor- 
mal hacia la superficie celular (Capítulo 11) 

* Papel de los defectos genéticos en el CIC-7, un canal iónico de cloru- 
ro, en la enfermedad ósea hereditaria (Capítulo 11) 

e Enfermedades mitocondriales tales como la enfermedad de Char- 
cot-Marie-Tooth y el síndrome de Miller (Capítulo 12) 

e Uso de los dominios de unión a ligando de los receptores de superfi- 
cie celular como fármacos terapéuticos, por ejemplo, el dominio ex- 
tracelular del receptor TNFa para tratar la artritis y otros trastornos 
inflamatorios (Capítulo 15) 

e Papel de la señalización Hedgehog (Hh) en los cánceres humanos 
que incluyen meduloblastomas y rabdomiosarcomas (Capítulo 16) 

e Papel de la B-Raf cinasa en el melanoma y uso de inhibidores selec- 
tivos del B-Raf en el tratamiento del cáncer (Capítulo 16) 

e Defectos en un regulador de la dineína como una causa de lisencefa- 
lia (Capítulo 18) 

+ Proteína fibroelástica fibrilina 1 y síndrome de Marfan (Capítulo 20) 

+ Uso de células ¡PS en el descubrimiento de las bases moleculares de 
ALS (Capítulo 21) 

e Variaciones en el sentido del olfato humano (Capítulo 22) 

* Análisis de micromatrices de tumores de cáncer de mama como vía 
para distinguir patrones de expresión génica y tratamientos indivi- 
dualizados (Capítulo 24) 


MATERIALES COMPLEMENTARIOS EN EL SITIO WEB 


os ; .s 7 : ¡osos materiales par 
El sitio web complementario de esta nueva edición de Biología Celular y Molecular ofrece, a estudiantes y docentes, valio para el 
aprendizaje y la enseñanza de esta asignatura que se describen a continuación: 


Estudiantes Docentes 


e Archivos de audios: 26 narraciones en inglés de cada uno de los e Análisis de los datos: 23 archivos de texto en español, con una am- 


autores, referenciados dentro del texto y que describen en detalle los 
procesos de las figuras experimentales. 

Animaciones. 62 archivos Flash Player, todos referenciados en el 
libro, que corren directamente desde el sitio; tienen varios pasos y 
pueden verse como fotos o como una película narrada en inglés. 
Videos. 76 archivos Quick Time que se bajan al ordenador, con pelí- 
culas de movimiento continuo de moléculas y otras estructuras. 
Experimentos clásicos. 22 archivos de texto en español con la des- 
cripción ampliada de diferentes experimentos. 
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pliación de la sección Análisis de los datos del final de cada capítulo 
en el libro, que ofrece más ejemplos y preguntas. 

Preguntas de autoevaluación: 24 en archivos PowerPoint, con pre- 
guntas y respuestas en español sobre el tema de cada capítulo. 
Figuras y cuadros del libro. Todas las figuras y cuadros del libro 
para bajar y trabajar en proyectos 


Los docentes tienen acceso también a todos los materiales para los 


estudiantes. El acceso a este sitio es mediante registro y requiere la vali- 
dación de la actividad docente en una institución educativa. 
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Prefacio vii 


Partel Fundamentos químicos y 


moleculares 
Pp SIN 
1 Moléculas, células y evolución 1 


A 


1.1 Las moléculas de la vida 
Las proteínas dan estructura a las células y llevan a cabo la 
mayoría de las tareas celulares 6 


Los ácidos nucleicos contienen información codificada 
para la síntesis de proteínas en el momento y lugar oportunos 7 


Los fosfolípidos son las unidades monoméricas de 
todas las membranas celulares 10 
1.2 Genomas, arquitectura y función celular 


Los procariontes incluyen las bacterias verdaderas y las archaea 10 
Escherichia coli se utiliza ampliamente en la investigación 


biológica 13 
Todas las células eucariontes tienen muchos orgánulos iguales 

y otras estructuras subcelulares 13 
El DNA celular está empaquetado dentro de los 

cromosomas 15 
Todas las células eucariontes utilizan un ciclo similar 

para regular su división celular 15 


1.3  Delas células a los tejidos: los organismos 
unicelulares y los metazoos se utilizan para las 
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y MEC y sus moléculas de adhesión 933 
Las células epiteliales tienen superficies apicales, 
laterales y basales distintas 933 
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Las integrinas median las adhesiones entre célula y MEC, 
incluyendo aquellas en los hemidesmosomas de las células 


epiteliales 939 
Las uniones estrechas sellan cavidades del cuerpo y restringen 
la difusión de los componentes de la membrana 940 


Las uniones de hendidura compuestas por conexinas 
permiten que moléculas pequeñas pasen 
directamente entre células adyacentes 943 
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20.3 La matriz extracelular |: la lámina 


basal 945 
La lámina basal proporciona un soporte para el 
ensamblaje de células en los tejidos 946 


La laminina, una proteína multiadhesiva de la matriz, 
ayuda a entrecruzar componentes de la membrana basal 94, 


El colágeno tipo IV formador de láminas es el principal 
componente estructural de la lámina basal 947 


El perlecano, un proteoglucano, forma enlaces cruzados 
entre los componentes de la lámina basal y los 
receptores de la superficie celular 950 


20.4 Matriz extracelular ll: tejido 
conectivo 951 


Los colágenos fibrilares son las principales proteínas 
fibrosas en la MEC y en los tejidos conectivos 951 


El colágeno fibrilar se secreta y se ensambla en fibrillas 


fuera de la célula 952 
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Los proteoglucanos y sus GAG constituyentes cumplen 
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Las fibras elásticas permiten que muchos tejidos sufran 

estiramientos y relajamientos repetidos 959 
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móbiles y no móbiles 961 
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El movimiento de leucocitos hacia el interior de los tejidos está 
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de interacciones adhesivas 965 
20.6 Tejidos vegetales 967 
La pared celular vegetal es un laminado de fibrillas de 

celulosa en una matriz de glucoproteínas 968 
La pérdida de rigidez de la pared celular permite el 

crecimiento de la célula vegetal 969 
Los plasmodesmos conectan directamente los citosoles 

de células adyacentes en las plantas superiores 969 
Solo se han identificado unas pocas moléculas de 

adhesión en las plantas 970 
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21 Células madre, asimetría celular y 


muerte celular 977 
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21.1 Desarrollo temprano de metazoos 
y células madre embrionarias 


La fecundación unifica el genoma 


La segmentación del embrión de mamífero conduce alos 
primeros acontecimientos de diferenciación 


La masa celular interna es la fuente de células madre 
embrionarias (ES) 


Múltiples factores controlan la pluripotencialidad de las 
células ES 


La clonación animal demuestra 


que la diferenciación 
puede revertirse 


Las células somáticas pueden generar células madre 
pluripotenciales (¡PS) 


21.2 Células madre y nichos en organismos 
multicelulares 


Las células madre originan tanto células madre como 
células diferenciadas 


Las células madre para diferentes tejidos ocupan nichos 
sustanciales 


Las células germinales producen espermatozoides y 
ovocitos 


Las células madre intestinales generan continuamente 
todas las células del epitelio intestinal 


Las células madre neurales forman las células nerviosas 
y gliales en el sistema nervioso central 

Las células madre hematopoyéticas forman todas las 
células sanguíneas 


Los meristemos son nichos para las células madre en las 
plantas 


21.3 Mecanismos de polaridad celular 
y división celular asimétrica 


La polarización celular y la asimetría antes de la división 
celular siguen una jerarquía común 


El tráfico de la membrana polarizada permite a las 
levaduras crecer de manera asimétrica durante el 
apareamiento 

Las proteínas Par dirigen la asimetría celular en el 
embrión nematodo 

Las proteínas Par y otros complejos de polaridad están 
involucrados en la polaridad de las células 
epiteliales 

La vía de la polaridad celular plana orienta las células 
dentro del epitelio 

Las proteínas Par también están involucradas en la 
división celular asimétrica de las células madre 


21.4 Muerte celular y su regulación 


La muerte celular programada se produce a través de la 
apoptosis 

Las proteínas conservadas evolutivamente participan 
en la vía apoptótica 

Las caspasas amplifican la señal apoptótica inicial y 
destruyen las proteínas celulares clave 

Las neurotrofinas estimulan la supervivencia de las 
neuronas 


Las mitocondrias cumplen una función central en la 
regulación de la apoptosis en las células de vertebrados 


979 
979 


979 


981 


983 


984 


984 


986 


986 


986 


987 


988 


991 


993 


995 


997 


998 


998 


998 


1001 


1002 


1004 


1006 


1007 


1007 


1009 


1010 


1011 


Las proteínas Bax y Bak proapoptóticas forman poros 
en la membrana mitocondrial externa 


La liberación de citocromo c y las proteínas SMAC/ 
DIABLO de conduce a la formación 
del apoptosoma y la activación de las caspasas 

Los factores tróficos inducen la inactivación de Bad, 
una proteína proapoptótica BH3-only 

La apoptosis de vertebrados está regulada por las 
proteínas proapoptóticas BH3-only que son 
activadas por estrés ambiental 

El factor de necrosis tumoral y las señales mortales 
relativas estimulan el asesinato celular mediante la 
activación de caspasas 


1013 


1013 


1013 


1014 


1015 


22 Células nerviosas 


1019 


22.1 Neuronas y glía: componentes 
básicos del sistema nervioso | 
La información fluye a través de las neuronas desde las 
dendritas hacia los axones 


La información se mueve a lo largo de los axones en 
forma de pulsos de flujo de ¡ones llamados 
potenciales de acción 


La información fluye neuronas vía sinapsis 


El sistema nervioso utiliza circuitos de señalización 
compuestos de múltiples neuronas 


Las células de la glía forman vainas de mielina y 
sostienen a las neuronas 


22.2 Canales iónicos regulados por voltaje 
y la propagación de potenciales de 
acción 


La magnitud de los potenciales de acción es cercana a Ea 


y es causada por el flujo de Na* a través de los canales 
de Na* abiertos 


La apertura y el cierre secuencial de los canales de Na* y K* 
regulados por voltaje generan potenciales de acción 


Los potenciales de acción se propagan 
unidireccionalmente sin disminución 


Las células nerviosas pueden conducir muchos 
potenciales de acción en ausencia de ATP 


Las a. hélices 54 sensibles al voltaje se mueven en 
respuesta a la despolarización de la membrana 


El movimiento del segmento inactivador del 
canal hacia el poro abierto bloquea el flujo de iones 


La mielinización incrementa la velocidad de 
conducción del impulso 


Los potenciales de acción “saltan” de nodo a nodo en los 
axones mielinizados 


Dos tipos de glía producen vainas de mielina 


22.3 Comunicación en las sinapsis 
La formación de las sinapsis requiere del ensamblado 
de estructuras pre y postsinápticas 


Los neurotransmisores son transportados a las vesículas 
sinapticas por proteínas de antiporte ligadas a H* 


Las vesículas sinápticas cargadas con neurotransmisores 
se localizan cerca de la membrana plasmática 
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Nada en biología tiene sentido, excepto a la luz de la evolución. 
—Theodosius Dobzhansky 

(ensayo en — The American Biology 

Teacher 35: 125-129, 1973) 


a biología es una ciencia fundamentalmente diferente de la física 
o de la química, que tratan las propiedades inalterables de la ma- 
teria, las cuales se pueden describir mediante ecuaciones matemá- 
ticas. Los sistemas biológicos siguen los supuestos de las reglas de la 
física y de la química, pero la biología es una ciencia histórica, ya que 
las formas y las estructuras del mundo viviente actual son el resultado 
de miles de millones de años de evolución. A través de la evolución, 
todos los organismos están relacionados en un árbol genealógico que 
se extiende desde organismos unicelulares primitivos que vivieron en 
el pasado distante hasta las diversas plantas, animales y microorganis- 
mos que viven en la era actual (Pig. 1-1, Cuadro 1-1). La gran visión 
de Charles Darwin (Fig. 1-2) fue el principio de selección natural: los 
organismos varían aleatoriamente y compiten dentro de su ambiente 
por los recursos. Sólo aquellos que sobreviven para reproducirse son 
capaces de transmitir sus rasgos genéticos. 
A primera vista, el universo biológico parece ser sorprendentemente 
diverso: desde helechos diminutos hasta abetos altos, desde bacterias y 
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protozoarios unicelulares visibles sólo bajo un microscopio hasta ani- 
males multicelulares de todas las clases. Sin embargo, la desconcertante 
variedad de formas biológicas externas recubre una uniformidad po- 
derosa: gracias a nuestro ancestro común, todos los sistemas biológi- 
cos están compuestos del mismo tipo de moléculas químicas y utilizan 
principios similares de organización a nivel celular. Aunque las clases 
básicas de moléculas biológicas se han conservado durante miles de mi- 
llones de años de evolución, los patrones en los cuales son ensambladas 
para formar células y organismos han sufrido cambios considerables. 
En la actualidad, se sabe que los genes están compuestos quimi- 
camente por ácido desoxirribonucleico (DNA), y que, en última ins- 
tancia, definen estructuras biológicas y mantienen la integración de la 
función celular. Muchos genes codifican proteínas: las moléculas pri- 
marias que forman estructuras de la célula y llevan a cabo actividades 
celulares. Las alteraciones en la estructura y organización de los genes, 
las mutaciones, proporcionan la variación aleatoria que puede alterar 
la estructura y la función biológica. Mientras que la gran mayoría de 
las mutaciones aleatorias no tiene efectos observables en la función 
de un gen o de una proteina, muchas son deleciones, y solo unas pocas 
confieren una ventaja evolutiva. En todos los Organismos, las mutacio- 
nes en el DNA se producen constantemente; esto permite, en el trans- 


curso del tiempo, que se produzcan alteraciones en las estructuras y 
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FIGURA 1.1 Todos los organismos vivos descienden de una célula 
ancestral común. (a) Todos los organismos, desde una bacteria simple hasta 
los mamíferos complejos, probablemente evolucionaron a partir de un ancestro 
unicelular común. Este árbol genealógico describe las relaciones evolutivas en 
tres linajes principales de organismos. La estructura del árbol se pudo establecer 
a partir de criterios morfológicos: las criaturas que se asemejan se las pusieron 
muy juntas, Más recientemente, se analizaron las secuencias de DNA y de pro- 
teínas encontradas en los organismos para enriquecer el criterio de asignación 
de las relaciones, A mayor similitud en estas secuencias macromoleculares, se 
cree que más estrechamente relacionados están los organismos, Los árboles 
basados en las comparaciones morfológicas y en el registro fósil sueler con- 
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cordar bien con aquellos basados en los datos moleculares. (b) La evolución de 
los grandes simios, de un pequeño mono y de un mono del Viejo Mundo con 
respecto a los seres hurmanos, según las estimaciones a partir de las divergen- 
cias entre sus secuencias de DNA genómicas. Se alinearon las secuencias de 
DNA de genomas completos, y se estimó la divergencia nucleotídica promedio 
en secuencias de DNA únicas. Las estimaciones de los diferentes tiempos en 
que divergieron las especies unas de otras, calculadas en millones de años, se 
indican en cada nodo; —1 M. de años implica aproximadamente 1 millón de 
años o menos. (Parte [a] adaptado de J. R. Brown, 2005, “Universal tree of E e 
la Encyclopedia of Life Sciences, Wiley InterScience [online]. Parte [b] adaptado 

D. P Locke y cols., 2011, Nature 469:529.) 


Cronología de la evolución de la vida en la Tierra, determinada a partir del registro fósil 


4600 millones de años atrás Se forma el planeta Tierra a partir del material que gira alrededor del Sol joven. 


-3 900-2 500 millones de años atrás Aparecen células que se asemejan a los procariontes. Estos primeros organismos son quimioautótrofos: usan 


dióxido de carbono como fuente de carbono y materiales inorgánicos oxidados para extraer energía. 
AAA A AA | A 


3 500 millones de años atrás Tiempo de vida del último ancestro universal; se produce la división entre bacterias y archacas. 


0 A A AAA AAA 


2 700 millones de años atrás Evolucionan las cianobacterias fotosintetizadoras; usan el agua como un agente reductor, y se produce 


así el oxígeno como un producto de desecho. 
¡ER A A A A AE ASA e EA 


1 850 millones de años atrás Aparecen las células eucariontes unicelulares. 


¿EII AEREA 


1 200 millones de años atrás Evolucionan organismos multicelulares simples, mayormente consisten en colonias de células de com- 


plejidad limitada. 


ESE, ARRASATE 


580-500 millones de años atrás El filo más moderno de animales comienza a aparecer en el registro fósil durante la explosión Cámbrica. 
xáí_—___a— _ _ _ _ Q0>P ao€Qpp As 
535 millones de años atrás Diversificaciones importantes en el océano: cordados, artrópodos (p. ej., trilobites, crustáceos), equi- 


nodermos, moluscos, braquiópodos, foraminíferos, radiolarios, etcétera. 


485 millones de años atras Evolucionan los primeros vertebrados con huesos reales (peces sin mandíbula). 

434 millones de años atrás Surgen las primeras plantas primitivas en tierra. 

225 millones de años atrás Aparecen los primeros dinosaurios (prosaurópodos) y los peces teleósteos. 

220 millones de años atrás Los bosques de gimnospermas dominan la tierra; los herbívoros crecen a tamaños enormes. 


A << 
215 millones de años atras Evolucionan los primeros mamiferos. 
PP ás AA rre 
65,5 millones de años atrás El acontecimiento de extinción del cretácico-terciario erradica alrededor de la mitad de todas las espe- 
cies animales, incluyendo todas las de dinosaurios. 
PEEgggggg ss IA 


6.5 millones de años atrás Evolucionan los primeros horminidos 


—_ _É  _ ———— _»>___— AAA o reee 


2 millones de años atrás Aparecen los primeros miembros del género Homo. 

A qXKAF/$í] OOO CEE A 
350 mil años atras ¿parecen los Neandertales 

——_—_ _ — _—__—_______ A rca 
200 mil años atrás Los humanos analómicamente modernos aparecen en África. 

— E 5 5 
30 mil años atras bhxtinsción de ios Mcandertalos 


Pq 022 AA AAA 


funciones celulares que puedan resultar ventajosas. En raras ocasiones com el paso del tiempo, la segunda copia del gen muta de manera tal 


que su proteina adquiere una función levemente diferente o incluso 
una nueva función completamente distinta. La organización celular de 
los organismos cumple un papel fundamental en este proceso debido a 
que permite que surjan estos cambios mediante alteraciones pequeñas 
en las celulas que evolucionaron previamente y que les otorgan nuevas 
habulidades. El resultado es que organismos estrechamente relaciona- 
dos tenen genes, proteínas y organización celular muy similares. 


se crean estructuras nuevas; mas a menudo, las estructuras antiguas 
se adaptan a las circunstancias nuevas. Mediante el reordenamiento o 
la multiplicación de componentes que evolucionaron previamente, es 
posible lograr un cambio más rápido en lugar de esperar que surja un 
enfoque por completo nuevo. Por ejemplo, en un organismo particu- 
lar, un gen puede duplicarse de forma aleatoria; una copia del gen y su 
proteina codificada pueden retener la función original mientras que, 
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FIGURA 1-2 Charles Darwin (1809-1882). Cuatro años después de su viaje 
épico en el buque HMS Beagle, Darwin comenzó a formular en sus cuadernos 
privados su concepto de la selección natural, que sería publicado en el Origen 
de las especies (1859). (wah Anderson/Visuals Unlimited. Inc) 


Los sistemas vivos, incluyendo el cuerpo humano, consisten en ele- 
mentos tan estrechamente relacionados que estos por sí solos no pue- 
den apreciarse por completo. Los organismos contienen órganos, los 
órganos están compuestos por tejidos, los tejidos consisten en células, 
las células se forman a partir de moléculas (Fig. 1-3). La unidad de los 
sistemas vivos está coordinada por muchos niveles de interrelación: las 
moléculas transportan mensajes desde un Órgano hasta otro y de célula 
a célula, y los tejidos están delimitados e integrados en otros tejidos 
mediante moléculas secretadas por las células. En general, todos los ni- 
veles en los que nosotros fragmentamos los sistemas biológicos están 
interconectados. 

Para aprender acerca de los sistemas biológicos, sin embargo, se 
debe examinar una porción pequeña de un sistema vivo a la vez, La 
biología de las células es un punto de inicio lógico debido a que un 
organismo puede visualizarse como células que interactúan, que son 
lo más parecido a una unidad biológica autónoma existente. El último 
ancestro común de toda la vida en la Tierra fue una célula, y, a nivel 
celular, toda la vida es notablemente similar. Todas las células utilizan 
las mismas unidades monoméricas moleculares, similares métodos de 
almacenamiento, mantenimiento y expresión de la información genéti- 
ca, y de procesos similares de metabolismo energético, transporte mo- 
lecular, señalización, desarrollo y estructura. 

En este capítulo, se introducen las Características comunes de las cé- 
lulas. Se comienza con una descripción breve de las principales molécu- 
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las pequeñas y macromoléculas que se encuentran en los sistemas bio- 
lógicos. Luego se analizarán los aspectos fundamentales de la estructura 
y la función celular que se conservan hasta los organismos actuales, y el 
uso de organismos procariontes o procariotas (organismos unicelulares 
sin un núcleo) para estudiar las moléculas básicas de la vida. 

En la tercera sección, se analizarán la formación de tejidos a partir de 
células individuales y los tipos diversos de organismos unicelulares y mu]- 
ticelulares que se usan en las investigaciones de biología molecular celular. 

Uno de los ejes de este capítulo es el DNA, ya que, en la actualidad, 
tenemos la secuencia completa de los genomas de más de un centenar 
de organismos y que han proporcionado información acerca de la evo- 
lución de los genes de los organismos. Estudios recientes, por ejemplo, 
indican que los genomas del ser humano y del chimpancé son alrede- 
dor de un 99% idénticos en secuencia, y es probable que los ancestros 
de estas especies hayan divergido a partir de un organismo simiesco 
hace entre 4,5 y 6 millones de años (véase la Fig. 1-1b). Esta conclusión 
es consistente con el registro fósil (véase el Cuadro 1-1). Los biólogos 
utilizan la evolución como una herramienta de investigación: si un gen 
y su proteína se han conservado en, por decir, todos los metazoos (ani- 
males multicelulares), pero no se encuentran en los organismos unice- 
lulares, es probable que la proteína tenga una función importante en 
todos los metazoos y, por lo tanto, es más adecuado para la investiga- 
ción. En la segunda y la tercera sección de este capítulo, se tratarán los 
motivos que llevan a los científicos a elegir organismos “modelo” uni- 
celulares o multicelulares particulares para estudiar genes y proteínas 
específicas que son importantes para la función celular. 


1.1 Las moléculas de la vida 


Mientras que los polímeros grandes son el centro de la biología mo- 
lecular celular, las moléculas pequeñas son el escenario sobre el cual 
se establecen todos los procesos. El agua, los ¡ones inorgánicos y una 
amplia variedad de moléculas orgánicas relativamente pequeñas (Fig. 
|-4) representan del 75 al 80% de todo el volumen celular. Estas molé- 
culas pequeñas, incluyendo el agua, sirven como sustrato para muchas 
de las reacciones que ocurren dentro de la célula, incluyendo el meta- 
bolismo energético y la señalización celular. Las células adquieren estas 
moléculas pequeñas de diferentes formas. Los iones, el agua y muchas 
moléculas orgánicas pequeñas se importan a la célula (Cap. 11); otras 
moléculas pequeñas se sintetizan dentro de la célula, a menudo, me- 
diante una serie de reacciones químicas. 

Incluso en las estructuras de muchas moléculas pequeñas, como los 
azúcares, las vitaminas y los aminoácidos, se pueden ver las huellas de la 
evolución. Por ejemplo, todos los aminoácidos, excepto la glicina, tienen 
un átomo de carbono asimétrico, incluso solo el estereoisómero L, nunca 
el estereoisómero D, que se incorpora a las proteínas. De la misma ma- 
nera, en las células invariablemente se encuentra el estereoisómero D de 
la glucosa, nunca su imagen especular, el estereoisómero L (véase la Fig. 
|-4), En una etapa temprana de la evolución biológica, nuestro ancestro 
celular común adquirió la capacidad para catalizar reacciones con un es- 
tereoisómero en lugar de otro. Se desconoce cómo se produjeron estas 
selecciones; pero, en la actualidad, estas elecciones están inhabilitadas. 

Una molécula pequeña muy importante y conservada universalmen- 
te es la adenosina trifosfato (ATP), que almacena rápidamente la energía 
química disponible en dos de sus enlaces químicos (Fig. 1-5). Cuando uno 
de estos enlaces ricos en energía en el ATP se rompe, se forma ADP (ade- 
nosina difosfato), la energía liberada puede aprovecharse para impulsar 
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FIGURA 1-3 Los sistemas vivos como el cuerpo humano consisten en 
elementos estrechamente interrelacionados. (a) La superficie de nuestra mano 
está cubierta por un órgano vivo, la piel, que está compuesta por varias capas de 
tejido. (b) Una cubierta dura de células muertas de la piel protege el cuerpo de las 
lesiones, de las infecciones y de la deshidratación. Esta capa se renueva constante- 
mente con células epidérmicas vivas, que también originan el pelo y el pelaje en los 
animales. Las capas más profundas del músculo y del tejido conectivo le otorgan a 
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FIGURA 1-4 Algunas de las muchas moléculas pequeñas que se encuentran 
en las células. Solo las formas L de los aminoácidos, como la serina, se incorporan 
a las proteínas, no sus imágenes especulares o; solo la forma D de la glucosa, no su 
imagen especular L, puede ser metabolizada a dióxido de carbono y agua. 
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la piel su tono y firmeza. (c) Los tejidos se forman a través de estructuras de adhesión 
subcelular (desmosomas y hemidesmosomas) que unen unas células con otras y 

a una capa subyacente de fibras de soporte. (d) En el centro de la adhesión celular, 
se encuentran sus componentes estructurales: moléculas de fosfolípidos que 
constituyen la membrana superficial celular, y moléculas de proteínas grandes. Las 
moléculas de proteína que atraviesan la membrana celular suelen formar enlaces 
fuertes con fibras internas y externas que están compuestas de múltiples proteínas. 


un proceso que requiere energía como la contracción muscular o la biosín- 
tesis de proteína. Para obtener energía para sintetizar ATP, todas las células 
degradan moléculas de alimentos. Por ejemplo, cuando se degrada azúcar 
a dióxido de carbono y agua, la energía almacenada en los enlaces químicos 
de la molécula de azúcar se libera y gran parte puede ser “capturada” en 
enlaces ricos en energía en el ATP (Cap. 12). Todas las células bacterianas, 
vegetales y animales pueden sintetizar ATP mediante este proceso. Además, 
las plantas y otros pocos organismos pueden aprovechar la energía lumíni- 
ca para formar ATP mediante la fotosíntesis. 

Otras moléculas pequeñas (p. ej., las hormonas y los factores de creci- 
miento) actúan como señales que dirigen las actividades de la célula (Caps. 
15 y 16), y las células nerviosas se comunican unas con otras mediante la 
liberación y la detección de ciertas moléculas de señalización (Cap. 22). El 
poderoso efecto en nuestro cuerpo de un evento aterrorizante proviene de 
la inundación instantánea de nuestro cuerpo con la pequeña molécula de la 
hormona adrenalina, que moviliza la respuesta de “lucha o huida”, 

Ciertas moléculas pequeñas (monómeros) se pueden unir para for- 
mar polímeros, también denominados “macromoléculas”, mediante 
la repetición de un único tipo de reacción de unión química covalente 
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Síntesis de Síntesis de otros Movimientos celulares, 
macromoléculas constituyentes incluyendo contracción 
celulares celulares (como muscular movimientos 
(DNA, RNA, fosfolípidos de ameboides de células 

proteínas, membrana y enteras, y movimientos 


polisacáridos) ciertos metabolitos 
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FIGURA 1-5 El adenosín trifosfato (ATP) es la molécula más común usada 
por las células para capturar y transferir energía. El ATP suele estar formado 
de adenosina difosfato (ADP) y fosfato inorgánico (P) mediante la fotosíntesis en 


(véase la Fig. 2-1). Las células producen tres tipos de macromoléculas 
grandes: polisacáridos, proteínas y ácidos nucleicos (Fig. 1-6). Los azúca- 
res, por ejemplo, son los monómeros usados para formar polisacáridos. 
Diferentes polímeros de D-glucosa forman el componente celulosa de las 
paredes celulares vegetales y el glucógeno, una forma de almacenamiento 
de la glucosa que se encuentra en el hígado y en los músculos. La célula 
es cuidadosa en proporcionar la mezcla adecuada de moléculas pequeñas 
necesarias como precursoras para la síntesis de las macromoléculas. 


Las proteínas dan estructura a las células 
y llevan a cabo la mayoría de las tareas celulares 


Las proteínas son las macromoléculas celulares más abundantes y ver- 
sátiles desde el punto de vista funcional. Las células ensartan 20 ami- 
noácidos diferentes en una cadena lineal para formar proteínas (véase 
la Fig. 2-14), que suelen extenderse desde 100 hasta 1 000 aminoácidos. 
Durante su polimerización, la cadena lineal de aminoácidos se pliega 
en una forma compleja que le otorga una estructura tridimensional 
distintiva y una función a cada proteína (véase la Fig. 1-16). Los seres 
humanos obtienen aminoácidos ya sea sintetizándolos a partir de otras 
moléculas o por degradación de proteínas que ingerimos. 

Las proteínas cumplen una variedad de funciones en la célula. Mu- 
chas proteínas son enzimas, que aceleran (catalizan) reacciones quí- 
micas que involucran moléculas pequeñas o macromoléculas (Cap. 3). 
Ciertas proteínas catalizan pasos en la síntesis de proteínas; otras cata- 
lizan la síntesis de otras macromoléculas como el DNA y el RNA. Las 
proteínas del citoesqueleto sirven como componentes estructurales de 


Ó CAPÍTULO 1» Moléculas, células y evolución 


Luz (fotosíntesis) o compuestos 
con energía potencial alta | | 
(respiración) o” o” 


NH, 
Je 
SAN 
ADP He. E AH 
Sur 
o O 


Enlace de alta energía 
ADP + Pi 


Energía 


Transporte de 
moléculas en 
contra de un 
gradiente de 
concentración 


Generación de un 
potencial eléctrico a 
través de una membrana 
(importante para la 
función nerviosa) 


Calor 


de cromosomas durante 


las plantas, y por la degradación de azúcares y grasas en la mayoría de las células. 
La energía liberada por el desdoblamiento (hidrólisis) de P del ATP conduce hacia 
muchos procesos celulares. 


una célula, por ejemplo, al formar un esqueleto interno; otras impul- 
san el movimiento de estructuras subcelulares como los cromosomas, 
e incluso de células enteras, mediante el uso de la energía almacenada 
en los enlaces químicos del ATP (Caps. 17 y 18). Otras proteínas unen 
células adyacentes o forman parte de la matriz extracelular (véase la 
Fig. 1-3). Las proteínas pueden ser sensores que cambian su forma con 
la temperatura, las concentraciones de iones o de otras propiedades 
del cambio celular. Muchas proteínas de la superficie celular que es- 
tán embebidas en la membrana (plasmática) importan y exportan una 
variedad de moléculas pequeñas e ¡ones (Cap. 11). Algunas proteínas, 
como la insulina, son hormonas; otras son receptores de hormonas que 
unen sus proteínas diana o blanco y luego generan una señal que regula 
un aspecto específico de la función celular. Otras clases importantes 
de proteínas unen segmentos específicos de DNA, las cuales activan 
o desactivan genes (Cap. 7). De hecho, mucho de la biología celular y 
molecular consiste en el estudio de la función de las proteínas específi- 
cas en tipos celulares específicos. 

¿Cómo pueden 20 aminoácidos formar todas las proteínas diferen- 
tes necesarias para llevar a cabo estas tareas tan variadas? A primera 
vista, parece imposible. Pero si una proteína “típica” tiene alrededor de 
400 aminoácidos de longitud, existen 20% secuencias de aminoácidos 
diferentes posibles. Incluso si se asume que muchas de estas podrían ser 
funcionalmente equivalentes, inestables o de algún modo desechables, 
el número de proteínas posibles es astronómico. 

A continuación, podríamos preguntarnos cuántas moléculas de pro- 
teínas necesita una célula para funcionar y mantenerse. Para estimar este 
número, tomemos una célula eucarionte o eucariota típica (una célula 
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FIGURA 1-6 Modelos de algunas proteínas representativas dibujadas a 
la misma escala y comparadas con una porción pequeña de una lámina 
de bicapa lipídica, con una molécula de DNA y con una molécula de 
RNA. Cada proteina tiene una forma tridimensional definida, que se mantie- 


que contiene un núcleo), como un hepatocito (célula hepática). Esta cé- 
lula, aproximadamente un cubo de 15 ¡um (0,0015 cm) de lado, tiene un 
volumen de 3,4 x 107? cm? (o mililitros, mL). Si se asume una densidad 
celular de 1,03 g/mL, la célula podría pesar 3,5 x 10"? gramos. Puesto que 
las proteínas representan aproximadamente 20% del peso de una célula, 
el peso total de la proteína celular es 7 x 107*” g. Una proteína promedio 
tiene un peso molecular de 52,700 g/mol; se puede calcular el número 
total de moléculas de proteína por hepatocito como alrededor de 7,9 x 
10? del peso de la proteína total y del número de Avogadro: el número de 
moléculas por mol de cualquier compuesto químico (6,02 x 103), 

Para avanzar con este cálculo un poco más, considere que un hepa- 
tocito contiene alrededor de 10 000 proteínas diferentes; así, cada célula 
contendría en promedio casi un millón de moléculas de cada tipo de 
proteína. En efecto, la abundancia de diferentes proteínas varía consi- 
derablemente, desde la proteína receptora que une insulina, bastante 
rara (alrededor de 20 000 moléculas por célula) hasta la abundante 
proteína estructural actina (5 X 10% moléculas por célula). Cada célula 
regula rigurosamente el nivel de cada proteína de manera tal que cada 


una está presente en la cantidad apropiada para su funcionamiento ce- 


lular, como se detalla en los Caps. / y $. 


Los ácidos nucleicos contienen información 
codificada para la síntesis de proteínas en el 


momento y lugar oportunos 


La macromolécula que acapara la mayor atención pública es el ácido 
desoxirribonucleico (DNA), cuyas propiedades funcionales la convirtie- 
ron en la “molécula maestra” de la célula. La estructura tridimensional 
del DNA, propuesta por primera vez por James D. Watson y Francis H. 
C. Crick hace alrededor de 60 años (Fig. 1-7), consiste en dos hebras 
helicoidales largas que están enrolladas alrededor de un eje común para 
formar una doble hélice (Fig. 1-8). La estructura de doble hélice del 
DNA, una de las construcciones más maravillosas de la naturaleza, es 
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ne unida por numerosos enlaces químicos. Las proteinas ilustradas incluyen 
enzimas (glutamina sintetasa y adenilato cinasa), un anticuerpo (inmunoglo- 
bulina), una hormona (insulina) y un transportador de oxígeno en la sangre 
(hemoglobina) 


crucial para el fenómeno de herencia: la transferencia de características 
determinadas genéticamente de una generación a la siguiente. 

Las hebras del DNA están compuestas de monómeros que se de- 
nominan nucleótidos; a menudo suelen referirse como bases debido a 
que sus estructuras contienen bases orgánicas cíclicas (Cap. 4). Cuatro 


FIGURA 1-7 James D. Watson (izquierda) y Francis H. C. Crick (derecha) 
con el modelo de doble hélice de DNA que construyeron en 1952-1953. 
Su modelo en definitiva resultó ser correcto en todos sus aspectos esenciales. 
(A. Barrington Brown/Science Photo Researcher. De J. D. Watson, 1968, The dou- 
ble helix, Atheneum, Copyright 1968, p. 215; Cortesía de A. C. Barrington Brown.) 
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FIGURA 1-8 El DNA consiste en dos hebras comple- Nucleotido (T) 
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nucleótidos —abreviados A, T, C y G- se unen para formar una hebra enrollan para formar una doble hélice. Cada doble hélice de DNA tiene 
de DNA, con la parte de las bases que se proyecta hacia el interior del una construcción simple: siempre que en una hebra se encuentre una 
esqueleto de la hebra. Las dos hebras se unen a través de las bases y se A, la otra hebra tiene una T, y cada C se aparea con una G (véase la Fig. 
Tamaños de los genomas de organismos usados en la investigación en biología molecular celular que han sido completamente 
Cuadro 1-2 : 
secuenciados 
Bacteria Pares de bases (millones) Proteínas codificadas Cromosomas Referencia 
Mycoplasma genitalum 0,58 482 l A 
Helicobacter pylori 1,67 1 587 1 A 
Haemophilus influenza 1,83 1737 l A 
Escherichia coli 4,64 4 289 1 A 
Bacillus subtilis 4,22 4 245 l A 


Archaea 
—_—_a  _ _———_  _—o oa 


Methanococcus jannaschii 1,74 1 785 3 A 
K—_—_—_—_——_——e——— _ _— _—_ — —o_—_  _— —_ — —_ —_ _ _— __ Q__ =>» 
Sulfolobus solfataricus 2,99 2960 1 A 


Eucariontes 
Saccharomyces cerevisiae 12,16 5 885 16 B 
Drosophila melanogaster 168 13 781 4 € 
Caenorhabditis elegans 100 20 424 6 D 
Danio rerio 1505 19 929 25 € 
Gallus gallus (gallo) 1050 14 923 39 C 
; Mus musculas E | 3 421 22.085 20 6 
Homo sapiens 3279 21 077 23 Cc 


- Arabidopsis thaliana. 0 BS 27416 ¡ rea de nos 
de A y E yA A A ÓN 4 ; AD A A DN 


Cuadro cortesía del Dr. Fran Leitter. Fuentes; A, http://cmr.jcvi.org/cgi-bin/CMR/shared/Genomes.cgi; B, http://www.yeastgenome.org/; C, http:uswest.ensembl.org/info/about/species.html; 
D, http://wiki.wormbase.org/index.php/WS222; E, http://www.arabidopsis.org/portals/genAnnotation/gene_structural_annotation_data.jsp. 
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concentración salina y 
eico es extremadamen- 
a hebra mediante el uso de la otra, como 


La información genética que contiene el DNA reside 


) en su secuen- 
cia: en el ordenamiento line 


al de los nucleótidos a lo largo de la he- 
bra. Segmentos específicos de DNA, denomin 
instrucciones para sintetizar proteínas especí 
contener dos partes: | 


ados “genes”, contienen 
ficas. Los genes suelen 
> a región codificante determina la secuencia ami- 
noacídica de una proteína; la región reguladora une proteínas específi- 
cas y controla cuándo y en qué células se sintetiza la proteína. 

La mayoría de las bacterias tiene unos pocos cientos de genes; las 
levaduras y otros eucariontes unicelulares tienen alrededor de 5 000. Los 
seres humanos y otros metazoos tienen entre 13 000 y 23 000, mien- 
tras que muchas plantas, como la Arabidopsis, tienen más (Cuadro 1-2). 
Como se analizó anteriormente en este capítulo, muchos genes bacte- 
rianos codifican proteínas que se conservan a través de todos los orga- 
nismos vivos. Estas proteínas catalizan reacciones que se producen de 
manera universal, como el metabolismo de la glucosa y la síntesis de 
ácidos nucleicos y proteínas. Los estudios en las células bacterianas han 
revelado conocimientos profundos acerca de estos procesos básicos de 
la vida. De modo similar, muchos genes en los eucariontes unicelulares, 
como las levaduras, codifican proteínas que se conservan a través de to- 
dos los eucariontes. A continuación, se verá cómo se han usado las leva- 
duras para estudiar procesos, como la división celular, que han revelado 
conocimientos profundos sobre enfermedades humanas como el cáncer. 

Las células utilizan dos procesos en serie para convertir la informa- 
ción codificada en el DNA en proteínas (Fig. 1-9). En el primero, de- 
nominado transcripción, la región codificante de un gen se copia a un 
ácido ribonucleico (RNA) de hebra simple cuya secuencia es la misma 
que una de las dos hebras del DNA de doble hebra. Una enzima grande, 
la RNA polimerasa, cataliza la unión de los nucleótidos en una cadena 
de RNA usando al DNA como un molde. En las células eucariontes, el 
producto de RNA inicial es procesado para dar una molécula de RNA 
mensajero (mRNA), más pequeña, que se mueve hacia fuera del núcleo 
hasta el citoplasma. Aquí, el ribosoma, un complejo molecular enorme 
compuesto tanto de RNA como de proteínas, lleva a cabo el segun- 
do proceso, llamado traducción. Durante la traducción, el ribosoma 
se ensambla y une los aminoácidos en el orden preciso dictado por la 
secuencia de mRNA de acuerdo con el código genético casi universal. 
En el Capítulo 4, se analizan en detalle los componentes celulares que 
llevan a cabo la transcripción y la traducción. 

Además de su función en la transferencia de la información del 
núcleo al citoplasma, el RNA sirve como componente para construir 
plejo molecular. Por ejemplo, el ribosoma se ni a partir de 
cuatro cadenas de RNA que se unen a más de 50 proteínas para realizar 
una lectura notablemente precisa y eficiente del mRNA y sintetizar así 
la proteína. Mientras que la mayoría de las reacciones químicas em laa 
células son catalizadas por proteínas, unas pocas, como la formación 
del enlace peptídico que conecta los aminoácidos con las proteínas, son 
catalizadas por las moléculas de RNA. 

Antes de que se secuenciara el genoma humano completo parecía 
que solo alrededor del 5% del DNA humano codificaba para proteínas, 
y durante muchos años la mayoría del genoma humano fue considera- 
do ¡“DNA basura”! Sin embargo, hace algunos años, hemos aprendido 
en realidad que mucho de ese DNA basura es copiado a miles de mo- 
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FIGURA 1-9 La información codificada en el DNA es convertida a las 
secuencias aminoacídicas de las proteínas mediante un proceso de 
múltiples pasos. Paso MK los factores de transcripción se unen a las regiones 
reguladoras de los genes específicos que controlan, y los activan. Paso al a 
continuación del ensamblaje de un complejo de iniciación multiproteico unido 
al DNA, la RNA polimerasa comienza la transcripción de un gen activado en una 
localización específica: el sitio de iniciación. La polimerasa se mueve a lo largo 
del DNA y une los nucleótidos en un transcrito de premRNA de hebra simple 
usando una de las hebras de DNA como un molde. Paso EX el transcrito es 
procesado para eliminar las secuencias no codificantes. Paso EX en una célula 
eucarionte, el RNA mensajero maduro (mRNA) se mueve hacia el citoplasma, 
donde se une a ribosomas que leen su secuencia y ensamblan una proteína 
mediante la unión química de aminoácidos en una cadena lineal. 


léculas del RNA que, si bien no codifican para proteínas, sirven para 
fines igualmente importantes en la célula (Cap. 6). Los pequeños micro 
RNA, de 20 a 25 nucleótidos de largo, son abundantes en las células 
de los metazoos y se unen y reprimen la actividad de los mRNA diana 
o blanco. Según algunas estimaciones, estos mRNA pequeños pueden 
regular de forma indirecta la actividad de la mayoría los genes, aunque 
los mecanismos y ubicuidad de este tipo de regulación aún están en 
exploración (Cap. 8). Diversos RNA largos no codificantes se unen al 
DNA o a las proteínas cromosómicas y afectan la estructura del cro- 
mosoma y la síntesis, el procesamiento y la estabilidad del RNA. Sin 
embargo, se conoce la función de muy pocos de estos abundantes RNA 
no codificantes. 

Todos los organismos deben controlar cuándo y dónde se trans- 
criben sus genes. Casi todas las células en nuestro cuerpo contienen 
el conjunto completo de genes humanos; pero, en cada tipo de célula, 
solo están activos, o se activan, algunos genes y se los usa para sintetizar 
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proteínas. Por ejemplo, los hepatocitos producen algunas proteínas que 
no se producen en las células renales, y viceversa. Más aún, muchas 
células responden a señales externas o a cambios en las condiciones 
externas activando o desactivando genes, adaptándose así su repertorio 
de proteínas a las necesidades del momento. Tal control de la actividad 
génica depende de las proteínas de unión al DNA que se denominan 
factores de transcripción, y que se unen a secuencias específicas del 
DNA y actúan como interruptores, activando O reprimiendo la trans- 
cripción de genes particulares (véanse la Fig. 1-9 y el Cap. 7). Los facto- 
res de transcripción suelen funcionar como complejos multiproteicos 
donde cada proteína contribuye con su propia especificidad de unión 


al DNA para seleccionar los genes regulados. 


Los fosfolípidos son las unidades monoméricas 
de todas las membranas celulares 


En esencia, cualquier célula es simplemente un compartimiento con 
un interior acuoso que está separado del ambiente externo por una 
membrana superficial (la membrana plasmática) que evita el flujo libre 
de las moléculas hacia dentro y fuera. Además, las células eucariontes 
tienen membranas internas extensas, que, a su vez, subdividen la célula 
en múltiples compartimientos: los orgánulos. 

En todos los organismos, las membranas celulares están compues- 
tas principalmente por una bicapa (dos capas) de moléculas de fosfolí- 
pidos. Estas moléculas bipartitas tienen un extremo que “atrae el agua” 
(hidrófilo) y un extremo que “repele el agua” (hidrófobo). Las dos ca- 
pas de fosfolípidos de una membrana están orientadas con todos los 
extremos hidrófilos apuntando hacia las superficies internas y externas 
de la membrana y los extremos hidrófobos enterrados dentro de su in- 
terior (Fig. 1-10). Cantidades pequeñas de otros lípidos, como el coles- 
terol, están insertados dentro del marco fosfolipídico. Las membranas 
fosfolipídicas son impermeables al agua, a todos los iones y, virtual- 
mente, a todas las moléculas pequeñas hidrófilas. Así, cada membrana 
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FIGURA 1-10 El interior acuoso de las células está rodeado por la 
membrana plasmática: una cubierta de dos capas de fosfolípidos. Las 
moléculas de fosfolípidos están orientadas con sus cadenas de acilos grasos 
hidrófobas (líneas negras serpenteantes) hacia el interior y con sus grupos 
cabezas hidrófilos (esferas blancas) hacia el exterior. Por lo tanto, ambos lados 
de la membrana están recubiertos por grupos cabezas, principalmente fosfatos 
cargados adyacentes a los espacios acuosos dentro y fuera de la célula. Todas las 
membranas biológicas tienen la misma estructura básica de bicapa fosfolipídica. 
El colesterol (rojo) y varias proteínas están embebidos en la bicapa. El espacio 
interior es realmente mucho más grande en relación con el volumen de la 
membrana plasmática de lo que se describe aquí. 
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en cada célula también contiene grupos de proteinas que permiten que 
iones específicos y pequeñas moléculas la atraviesen. Otras proteínas 
de membrana sirven para adherir la célula a otras células o a polímeros 
que la rodean; incluso otras están encargadas de darle forma a la célula 
o permitir que su forma cambie. En los Caps. 10 y 11, se aprenderá más 
acerca de las membranas y cómo las moléculas las atraviesan. 

Mediante la división celular, siempre surgen nuevas células a partir 
de las células parentales. Hemos visto que la síntesis de nuevas mo- 
léculas de DNA es moldeada por las dos hebras del DNA parental de 
manera tal que cada molécula de DNA hija tiene la misma secuencia 
que su progenitora. En paralelo, las membranas se forman por la in- 
corporación de lípidos y proteínas a las membranas ya existentes en la 
célula parental, y estas se dividen entre las células hijas por fisión. Así, 
la síntesis de membrana, de modo similar a la síntesis de DNA, también 
está moldeada por una estructura parental. 


1.2 Genomas, arquitectura y función celular 


El universo biológico consiste en dos tipos de células: procariontes y 
eucariontes. Las células procariontes, como las bacterias, consisten en 
un único compartimiento que está rodeado por la membrana plasmá- 
tica, carecen de un núcleo definido y tiene una organización interna 
relativamente simple (Fig. 1-11). 

Las células eucariontes, a diferencia de las procariontes, contienen 
un núcleo delimitado por membrana y abundantes membranas internas 
que delimitan los orgánulos (Fig. 1-12). La región de la célula que se en- 
cuentra entre la membrana plasmática y el núcleo es el citoplasma, abar- 
ca el citosol (agua, iones disueltos, moléculas pequeñas y proteínas) y los 
orgánulos. Los eucariontes incluyen cuatro reinos: las plantas, los anima- 
les, los hongos y los protistas. Los procariontes comprenden el quinto y el 
sexto reino: las eubacterias (bacterias verdaderas) y las archaea. 

La secuenciación del genoma brinda conocimientos profundos 
acerca de la función y de la evolución de genes y proteínas conservadas 
y no conservadas que se encuentran en múltiples organismos. En la 
siguiente sección, se describirán algunas características estructurales y 
funcionales básicas de las células procariontes y eucariontes y se las 
relacionará con los conocimientos obtenidos a partir de sus secuencias 
genómicas. Se enfatizan las proteínas conservadas que se encuentran en 
múltiples y diversas especies, y se explicará por qué los científicos han 
elegido varias de estas especies como organismos modelo: sistemas en 
los cuales los aspectos específicos de la función y del desarrollo celular 
sirven como modelo para el estudio de otras especies (Fig. 1-13). 


Los procariontes incluyen las bacterias 
verdaderas y las archaea 


En los últimos años, el análisis detallado de las secuencias del DNA 
a partir de organismos procariontes reveló dos reinos diferentes: las 
eubacterias, a menudo llamadas simplemente “bacterias”, y las archaea. 
Las eubacterias, un tipo numeroso de procariontes, son organismos 
unicelulares; incluyen a las cianobacterias, o algas verde azuladas, que 
pueden ser unicelulares o cadenas filamentosas de células. En la Figura 
| -1 1, se ilustra la estructura general de una célula bacteriana típica; las 
células archaea tienen una estructura similar. 

Las células bacterianas suelen ser de 1 a 2 ¡um de tamaño, consisten en 
un único compartimiento cerrado que contiene el citoplasma, el cual está 
delimitado por la membrana plasmática. Aunque las células bacterianas no 
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FIGURA 1-11 Las células procariontes tienen una estructura relativamen- 
te simple. (Izquierda) Microfotografía electrónica de una sección delaada de 
Escherichia coli, una bacteria intestinal común. El nucleoide, que consiste en el 
DNA bacteriano, no está delimitado por una membrana. £. coli y otras bacterias 
gramnegativas están rodeadas por dos membranas separadas por el espacio 
periplasmático. La pared celular delgada está adyacente a la membrana interna. 


tienen un núcleo definido, el único genoma de DNA circular se encuentra 
muy plegado y condensado en una región central de la célula. Por el con- 
trario, la mayoría de los ribosomas se encuentra en una región de la célula 
libre de DNA. Algunas bacterias también tienen una invaginación de la 
membrana celular, denominada mesosoma, que está asociada con la síntesis 
del DNA y con la secreción de proteínas. Muchas proteínas se encuentran 
localizadas de forma precisa dentro del citosol o en la membrana plasmá- 
tica, por lo que indica la presencia de una organización interna elaborada. 
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FIGURA 1-12 Las células eucariontes tienen una estructura interesa comple- 
ja con muchos orgánulos delimitados por membranas. (a) Microfotogra fa 
electrónica y (b) diagrama de una célula plasmática, un tipo de gba PES que 
secreta anticuerpos. Una membrana simple (la membrana plasmática ) rodea la 
célula, y el interior de la célula contiene muchos compartimientos delimitados por 
membranas, u orgánulos. La característica que define a las células eucariontes es la 
separación del DNA celular dentro de un núcleo definido, que está delimitado por 
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(Derecha) El dibujo del artista muestra el nucleoide (azul) y una amplificación de 
las capas que rodean al citoplasma. La mayoría de las células están compuestas 
de agua, proteínas, iones, y de otras moléculas que son demasiado pequeñas 
para ser representadas en la escala de este dibujo. (Microfotografía electrónica cortesía de | 
DJ Burdert y R G.E Murray. Ilustración de D Goodsell) 


Las células bacterianas tienen una pared celular, que se extiende 
adyacente al lado externo de la membrana plasmática. La pared celular 
está compuesta de capas de peptidoglucano —un complejo de proteínas 
y de oligosacáridos— que contribuyen a proteger la célula y a mante- 
ner su forma. Algunas bacterias (p. ej., E. coli) tienen una pared celular 
interna delgada y una membrana externa separada de la pared celular 
interna por el espacio periplasmático. Tales bacterias no se tiñen con 
la técnica de Gram y, por lo tanto, se las clasifica gramnegativas. Otras 
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doplasmático rugoso: uma fábrica para el ensamblado de proteínas secretadas y de 
mernbranas Las vesículas de Golgi procesar: y modifican las proteínas secretadas y 
de membranas, la mitocondria genera energía, los lisosomas digieren material celu- 
lar y lo reciclan, los perixosorrias procesan moléculas usando oxigeno, y las vesículas 
secretoras transportan materiales celulares hasta la superficie y lo liberan. (DeP.C Cross 
y E L Mercer 143 Celiand Resue Ultrastructure: A Funcional Perspective W H, Ereeman and Compary) 


1.2 Genomas, arquitectura y función celular 11 


4) ARCHIVO DE AUDIO: Organismos expermientales comunes 
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Virus 


Proteínas involucradas en el DNA, 
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Regulación génica 

Cáncer y control de la proliferación 
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Transporte de proteínas y 
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(c) 


Levadura (Saccharomyces 
cerevisiae) 


Control del ciclo celular y división 
celular 
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de membrana 

Función del citoesqueleto 

Diferenciación celular 

Envejecimiento 

Regulación génica y estructura del 
cromosoma 


(e) 


Mosca de la fruta (Drosophila 
melanogaster) 


Desarrollo del plan corporal 

Generación de linajes de células 
diferenciadas 

Formación del sistema nervioso, 
cardíaco y muscular 

Muerte celular programada 

Control genético del comportamiento 

Genes del cáncer y control de la 
proliferación celular 

Control de la polarización celular 
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(g) 
Ratones, incluyendo células 
cultivadas 


Desarrollo de los tejidos corporales 
Función del sistema inmunitario de 
mamiferos 

Formación y función del sistema 
nervioso y cerebral 

Modelos de cánceres y otras 
enfermedades humanas 
Regulación génica y herencia 
Enfermedades infecciosas 


FIGURA 1-13 Cada organismo experimental utilizado en biología celular 
tiene ventajas para ciertos tipos de estudios. Los virus (a) y las bacterias (b) 
tienen genomas pequeños susceptibles a la disección genética. Muchos conoc:- 
mientos acerca del control génico inicialmente provinieron a partir de estudios 
con estos organismos. La levadura Saccharomyces cereviside (c) tiene la organiza- 
ción celular de un eucarionte, pero es un organismo unicelular simple que es fácil 
de cultivar y manipular genéticamente En el nematodo Caenorhabditis elegans (d), 
que tiene un número pequeño de células dispuestas en una forma casi idéntica 
en cada gusano, se puede trazar la formación de cada célula individual. La mosca 
de la fruta Drosophila melanogaster (e) se utilizó por primera vez para descubrir las 
propiedades de los cromosomas y ha sido especialmente valiosa para la identifi- 
cación de genes que controlan el desarrollo embrionario. Muchos de estos genes 
están conservados evolutivamente en los seres humanos. El pez cebra Dano rerio 
(f) se usó para las búsquedas genéticas rápidas para identificar genes que contro- 
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experimentales, los ratones (Mus musculus) (9) SON evolutivamente cercanos a los seres 
humanos y han proporcionado modelos para el estudio de numerosas enfermedades 
genéticas e infecciosas. La maleza de la familia de la mostaza Arabrdops:s thaliana (h) se 
ha usado para búsquedas genéticas para identificar genes involucrados en casi cada 

plantas. Se ha completado la secuenciación del genoma para 


aspecto de la vida de las p 
muchos virus y especies bacterianas: la levadura 5. cerevisiae, el gusano € elegans, la 
ha- 


mosca de la fruta D. melanogaster, seres humanos, raton, pez cebra y la planta A. £ 
liana. También se han secueniciado los genomas de otros organismos, en particular de 
las ranas, erizos de mar, pollos y mohos del cieno, y continuan siendo inmensamente 
valorados para la investigación biológica. Cada vez más, se utiliza una gran variedad de 
otras especies, sobre todo para estudios de evolución de las células y de mecanismos 
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sicron mas recientemente a partir de un ancestro común de lo que lo 
hicieron los organismos disímiles. los Investig 
L 


de linaje evolutivo que se muestr 


adores idearon un árbol 
a en la Figura 1-la, De acuerdo con 
este árbol, los archaea y los eucariontes divergieron de las bacterias más 
de mil millones de años antes de que lo hicieran entre sí (Cuadro 1-1). 
Además de las distinciones de secuencia de DNA que definen a los tres 
grupos de organismos, las membranas celulares de las archaca tienen 
propiedades químicas que difieren marcadamente de las de las bacte- 
rias y de los eucariontes. 

Muchos archaea se desarrollan en ambientes inusuales, a menudo 
extremos, que pueden asemejarse a las condiciones ancestrales que exis- 
tieron cuando apareció la vida por primera vez en la Tierra. Por ejemplo, 
los halófilos (“afinidad por la sal”) requieren concentraciones salinas ele- 
vadas para sobrevivir, y los termoacidófilos (“afinidad por el calor y el 
ácido”) proliferan en manantiales de azufre (80 *C), donde es común un 
pH menor a 2. Incluso otras archaea viven en entornos libres de oxígeno 
y generan metano (CH) al combinar agua con dióxido de carbono. 


Escherichia coli se utiliza ampliamente 
en la investigación biológica 


El linaje bacteriano incluye el germen Escherichia coli: un microorga- 
nismo que es el favorito para uso experimental y, en la naturaleza, es 
muy común hallarlo en el suelo y en el intestino de los animales. E. coli 
y otras bacterias tienen numerosas ventajas como organismos experi- 
mentales. Crecen rápidamente en un medio simple y barato que con- 
tiene glucosa y sales, en el cual pueden sintetizar todos los aminoácidos, 
lípidos, vitaminas y otras moléculas pequeñas esenciales. Al igual que 
todas las bacterias, E. colí tiene mecanismos admirablemente concisos 
para el control de la actividad génica que, en la actualidad, se compren- 
den bien. Con el tiempo, los investigadores han desarrollado sistemas 
poderosos para el análisis genético de este organismo. Estos sistemas se 
ven facilitados por el tamaño pequeño de los genomas bacterianos, la 
facilidad de obtención de mutantes, la disponibilidad de técnicas para 
la transferencia de genes a las bacterias, una enorme riqueza de co- 
nocimientos acerca del control génico bacteriano y de las funciones 
proteicas, y la relativa simplicidad del mapeo de genes uno respecto de 
otro en el genoma bacteriano. En el Capítulo 5, se verá cómo E. coli se 
usa en la investigación del DNA recombinante. 

Las bacterias tales como E. coli, que proliferan en ambientes tan di- 
versos como el suelo y el intestino humano, tienen alrededor de 4 000 


genes que codifican casi el mismo número de proteínas (véase el Cuadro 


1-2). Las bacterias parásitas, como las especies Mycoplasma, adquieren 
aminoácidos y otros nutrientes a partir de sus células huésped, y carecen 
de genes para las enzimas que catalizan las reseciones en la síntesis de 
aminoácidos y de ciertos lípidos. Muchos genes bacterianos que codifi- 
can proteínas esenciales para el DNA, el RNA, la síntesis de proteínas y la 
función de membrana se conservan en todos los organismo, y mucho de 
nuestro conocimiento de estos procesos celulares importantes se dilu- 
cidó primero en E. coli. Por ejemplo, ciertas proteínas de membrana de 
E. coli, que importan aminoácidos a través de la membrana plasmática, 
están estrechamente relacionadas en secuencia, estructura y función con 
proteínas de membrana en ciertas células de cerebro de mamífero que 


importan moléculas de señalización de célula nerviosa a célula nerviosa, 


denominadas neurotransmisores (Caps. 11 y 22). 


Todas las células eucariontes tienen muchos 
orgánulos iguales y otras estructuras subcelulares 


Los eucariontes comprenden todos los miembros de los reinos vegetal 
y animal, así como del de hongos (p. ej., levaduras, setas, mohos) y los 
protozoos (proto, primitivo; zoo, animal), que son exclusivamente uni- 
celulares. Las células suelen tener 10-100 jm de ancho, en general son 
mucho más grandes que las bacterias. Un típico fibroblasto humano, una 
célula del tejido conectivo, tiene alrededor de 15 um de ancho con un 
volumen y un peso seco algunas miles de veces más que una célula de E. 
coli. Una ameba, un protozoo unicelular, puede tener un diámetro celular 
de aproximadamente 0,5 mm, más de 30 veces que el de un fibroblasto. 

Las células eucariontes, al igual que las procariontes, están rodea- 
das por una membrana plasmática. Sin embargo, a diferencia de las cé- 
lulas procariontes, la mayoría de las eucariontes (el eritrocito humano 
es una excepción) también contiene membranas internas extensas que 
delimitan compartimientos, los orgánulos, y los separa del resto del 
citoplasma, la región de la célula que está fuera del núcleo (véase la Fig. 
1-12). Muchos orgánulos están rodeados por una única membrana fos- 
folipídica, pero el núcleo, la mitocondria y el cloroplasto están rodea- 
dos por dos membranas. Cada tipo de orgánulo contiene un conjunto 
de proteínas específicas, que incluyen enzimas que catalizan reacciones 
químicas necesarias. Las membranas que definen estos compartimien- 
tos subcelulares controlan la composición iónica interna de manera 
que generalmente difieren de la del citosol circundante así como de la 
de otros orgánulos. 

El orgánulo más grande en una célula eucarionte suele ser el nú- 
cleo, que alberga la mayoría del DNA celular. En las células animales 
y vegetales, la mayoría del ATP se produce por “máquinas molecula- 
res”: complejos multiproteicos grandes que se localizan en los orgá- 
nulos, llamados mitocondrias. Las plantas realizan la fotosíntesis en 
los cloroplastos, orgánulos que contienen las máquinas moleculares 
para la síntesis de ATP a partir de ADP y fosfato, similar a los que se 
encuentran en las mitocondrias. En las membranas de las células bac- 
terianas, se localizan maquinarias moleculares similares a las que ge- 
neran ATP. Se cree que tanto las mitocondrias como los cloroplastos se 
originaron a partir de bacterias que establecieron residencia dentro de 
células eucariontes y luego se tornaron colaboradores (Cap. 12). Con el 
tiempo, muchos de los genes bacterianos “migraron” al núcleo celular 
y se incorporaron dentro del genoma nuclear de la célula. Tanto las 
mitocondrias como los cloroplastos contienen genomas pequeños que 
codifican unas pocas proteínas esenciales del orgánulo; las secuencias 
de estos DNA revelaron sus orígenes bacterianos. 

Las células necesitan degradar partes obsoletas o desgastadas en 
moléculas pequeñas que pueden ser descartadas o recicladas. En los 
animales, esta tarea de limpieza está asignada en parte a los lisosomas: 
orgánulos repletos de enzimas de degradación. El interior de un liso- 
soma tiene un pH de alrededor de 5,0; mucho más acídico que el del 
citosol circundante. Esto contribuye a la degradación de los materiales 
por parte de las enzimas lisosomales, que pueden funcionar con este 
PH bajo. Para crear un ambiente de pH bajo, las proteínas localizadas 
en la membrana lisosómica bombean iones de hidrógeno al interior del 
lisosoma usando la energía suministrada por ATP (Cap. 11). Las plan- 
tas y los hongos contienen una vacuola, que también tiene un interior 
con pH bajo y almacena ciertas sales y nutrientes. Los peroxisomas son 
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Microfilamentos 


Microtúbulos 


FIGURA 1-14 Los tres tipos de filamentos del citoesqueleto tienen dis- 
tribuciones características dentro de las células animales. Tres vistas de la 
misma célula. Un fibroblasto cultivado fue permeabilizado y luego tratado con tres 
preparaciones de anticuerpos diferentes. Cada anticuerpo se une especificamente 
a los monómeros de proteina que forman un tipo de filamento, que, a su vez, está 
unido químicamente a diferentes colorantes fluorescentes (azul, rojo o verde). La 


otro tipo de orgánulos pequeños que se encuentran en virtualmente 
todas las células eucariontes: se especializan en la degradación de los 
componentes lipídicos de las membranas. 

El citoplasma de las células eucariontes contiene un conjunto de 
proteínas fibrosas que colectivamente se denomina el citoesqueleto 
(Caps. 17 y 18). Tres clases de fibras componen el citoesqueleto: los 
microtúbulos (20 nm de diámetro), formados de polímeros de la pro- 
teína tubulina; los microfilamentos (7 nm de diámetro), formados 
de la proteína actina; y filamentos intermedios (10 nm de diámetro), 
compuestos por una o más subunidades de proteína con forma de bas- 
tón (Fig. 1-14). El citoesqueleto da a la célula fuerza y rigidez, y ayuda 
así a mantener la forma de la célula. Las fibras del citoesqueleto tam- 
bién controlan el movimiento de las estructuras dentro de la célula; 
por ejemplo, algunas fibras del citoesqueleto conectan los orgánulos o 
proporcionan pistas a lo largo de las cuales se mueven los orgánulos y 
los cromosomas; otras fibras cumplen funciones en la motilidad celu- 
lar. Así, el citoesqueleto es importante en la “organización” de la célula. 

La rigidez y fuerza de la pared celular se deben a que la pared está 
compuesta de celulosa y de otros polímeros que rodean las células vege- 
tales. Los hongos también están rodeados por una pared celular, pero su 
composición difiere de la de las paredes celulares bacterianas o vegetales. 

Cada membrana de orgánulo y cada espacio en el interior de un 
orgánulo tienen un conjunto único de proteínas capaces de llevar a 
cabo sus funciones específicas. Para que las células funcionen adecua- 
damente, las numerosas proteínas que componen los diversos compar- 
timientos deben ser transportadas desde donde son sintetizadas hasta 
su localización apropiada (Caps. 17 y 18). Algunas proteínas se sinte- 
tizan sobre los ribosomas que están libres en el citoplasma; desde allí, 
algunas proteínas son trasladadas hasta el núcleo mientras que otras 
son dirigidas hacia las mitocondrias, cloroplastos o peroxisomas, de- 
pendiendo de sus funciones específicas. Las proteínas secretadas por las 
células y la mayoría de las proteínas de membrana, por el contrario, se 
sintetizan en los ribosomas asociados con el retículo endoplasmático o 
endoplásmico (RE). Este orgánulo produce, procesa y despacha proteí- 
nas y lípidos. Las cadenas proteicas producidas en el RE se mueven por 
lo general hacia el complejo de Golgi, donde se modifican antes de ser 
remitidas a sus destinos finales. Las proteínas que viajan de esta manera 
contienen secuencias cortas de aminoácidos o de cadenas de azúcar 
adheridas (oligosacáridos) que sirven como direcciones para enviarlas 
a sus destinos correctos. Estas direcciones funcionan porque son reco- 
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y a los movimientos de las células. (Cortesia de 


Filamentos intermedios 


visualización de la célula teñida en un microscopio fluorescente revela la localiza 

ción de los filamentos unidos a una preparación anticuerpo-colorante particular En 
este caso, los microtúbulos están teñidos de azul, los microhlamentos, de rojo; y los 
filamentos intermedios, de verde. Los tres sistemas de Ábras contribuyen a la forma 
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FIGURA 1-15 Los cromosomas individuales se pueden visualizar en las 
células durante la división celular (mitosis). (+) Durante la fase S del ciclo 
celular (véase la Figura 1-16), los cromosomas se duplican, y las "cromátidas her- 
manas”, cada una con una copia completa del DNA cromosómico, permanecen 
adheridas al centrómero. (b) Durante el proceso de división celular real (mitosis), 
el DNA cromosómico se compacta altamente y los pares de cromátidas herma- 
nas se pueden visualizar en el microscopio electrónico, como se describe aquí 
(c) La imagen por microscopia óptica de un extendido cromosómico a partir de 
una Célula linfoide masculina humana cultivada, la cual fue detenida en la etapa 
de metafase de la mitosis mediante tratamiento con el fármaco colcemida, 

que despolariza los microtúbulos. Existe una copia única de los cromosomas 
duplicados X e Y y dos de cada uno de los otros cromosomas. 


(Parte [D] cortesia de Medical RF/Tne Medical File/Peter Arnold Inc Parte [c] cortesia de Tatyana Pynukova) 
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nocidas y unidas por otras proteínas que realizan la clasificación y el 
envío hacia diversos compartimientos celulares. 


El DNA celular está empaquetado dentro de los 
cromosomas 


En la mayoría de las células procariontes, la mayoría o toda la informa- 
ción genética reside en una molécula de DNA circular única de alrede- 
dor de un milímetro de longitud; esta molécula se encuentra plegada 
sobre sí misma muchas veces, en la región central de la célula a un 
tamaño de un micrómetro (Fig. 1-11). Por el contrario, el DNA en el 
núcleo de las células eucariontes se distribuye entre las múltiples es- 
tructuras lineales largas, que se denominan cromosomas. La longitud 
y el número de cromosomas son los mismos en todas las células de un 
organismo, pero varían entre los diferentes tipos de organismos (véase 
el Cuadro 1-2). Cada cromosoma comprende una única molécula de 
DNA asociada con numerosas proteínas, y al DNA total de los cromo- 
somas de un organismo se lo denomina su genoma. Los cromosomas, 
que se tiñen intensamente con colorantes básicos, son visibles con mi- 
croscopio óptico y electrónico solo durante la división celular, cuan- 
do el DNA se encuentra altamente compactado (Fig. 1-15). Aunque la 
molécula del DNA genómico grande en los procariontes está asociada 
con proteínas y suele llamarse “cromosoma”, la organización del DNA 
dentro de un cromosoma bacteriano difiere en gran medida respecto 
del de los cromosomas en las células eucariontes. 


Todas las células eucariontes utilizan un ciclo 
similar para regular su división celular 


Los eucariontes unicelulares, los animales y las plantas usan esencial- 
mente el mismo ciclo celular: una serie de acontecimientos que prepara 
a una célula para la división, y el proceso de división real se denomina 
mitosis. El ciclo celular eucarionte suele representarse mediante cuatro 
etapas (Fig. 1-16). Los cromosomas y el DNA que contienen se dupli- 


q) ANIMACIÓN GENERAL: El ciclo de vida de una célula 


FIGURA 1-16 Durante el desarrollo, todas las células eucariontes progresan 
de forma continua a través de 4 etapas del ciclo celular, y generan nuevas 
células hijas. En las células en proliferación, las Cuatro fases del ciclo celular pro- 
ceden sucesivamente, y duran entre 10 y 20 horas según el tipo celular y el estado 
del desarrollo. Las levaduras se dividen mucho más rápido. Durante la interfase, 

que consiste en las fases G;, 5 y G,, la célula aproximadamente duplica su masa. La 
replicación del DNA durante la fase S deja a la célula con cuatro copias de cada tipo 
de cromosoma. En la fase mitótica (M), los cromosomas se dividen en partes iguales 
dentro de dos células hijas, y el citoplasma se divide más o menos a la mitad en la 
mayoría de los casos. Bajo ciertas condiciones, como la inanición o cuando el tejido 
alcanza su tamaño final, las células Analizan el ciclo y permanecen en el estado 

de espera o reposo, llamado Gy. La mayoría de las células en Gy pueden volver a 
comenzar el ciclo si las condiciones cambian. 


can durante la fase S (síntesis). Los cromosomas replicados se separan 
durante la fase M (mitótica), donde cada célula hija obtiene una copia 
de cada cromosoma durante la división celular. Las fases M y S están 
separadas por dos etapas, la fase G, y la fase G,, durante las cuales se 
sintetizan los mRNA y las proteínas y la célula incrementa su tamaño. 

En los organismos unicelulares, ambas células hijas suelen ase- 
mejarse (aunque no siempre) a la célula parental. En los organismos 
multicelulares, cuando se dividen muchos tipos celulares, las hijas se 
asemejan mucho a su célula parental, por ejemplo, los hepatocitos 
se dividen para generar dos hepatocitos con las mismas características y 
funciones que su progenitora, como las células productoras de insulina 
en el páncreas. Por el contrario, las células madre y ciertas células in- 
diferenciadas pueden generar múltiples tipos de células descendientes 
diferenciadas; estas células suelen dividirse de manera tal que las dos 
células hijas son diferentes. Tal división celular asimétrica es crítica 
para la generación de tipos celulares diferentes en el cuerpo (Cap. 21). 
A menudo, una célula hija se asemeja a su progenitora en que perma- 
nece indiferenciada y retiene su capacidad para dar lugar a múltiples 
tipos de células diferenciadas. La otra célula hija se divide muchas veces 
y cada célula hija se diferencia en un tipo específico de célula. 

En condiciones óptimas, algunas bacterias, como E. coli, pueden 
dividirse para formar dos células hijas una vez cada 30 minutos. A la 
mayoría de las células eucariontes les toma un tiempo considerable- 
mente más largo para crecer y dividirse, aunque las divisiones celulares 
en el embrión temprano de Drosophila requieren solo 7 minutos. Por 
otra parte, el ciclo celular en los eucariontes normalmente está muy 
regulado (Cap. 19). Este control evita el desequilibro, el crecimiento 
excesivo de células y de tejidos si faltan los nutrientes esenciales o cier- 
tas señales hormonales. Algunas células altamente especializadas en los 
animales adultos, como las células nerviosas y las células del músculo 
estriado, se dividen en ocasiones raras si es que lo hacen. Sin embargo, 
un organismo suele reemplazar sus células desgastadas o producir más 
células en respuesta a necesidades nuevas, como se ejemplifica con el 
crecimiento del músculo en respuesta al ejercicio o al daño. 


Células que no 


se dividen Células en 
reposo 
O LO» 
RNA y 
síntesis de 
M proteina 
División 
celular 
Replicación 
del DNA Ss 
RNA y 
síntesis de 
proteína 
G, 


1.2 Genomas, arquitectura y función celular 15 


Otro ejemplo es la formación adicional de eritrocitos cuando una 
persona asciende a una altitud elevada y necesita más capacidad para 
capturar oxígeno. El defecto fundamental en el cáncer es la pérdida de 
la capacidad para controlar el crecimiento y la división de las células. 
En el Capítulo 24, se analizarán los acontecimientos moleculares y 
celulares que conducen a la proliferación inadecuada y descontrolada 
de las células. 


1.3 De las células a los tejidos: los organismos 
unicelulares y los metazoos se utilizan para las 
investigaciones de biología celular y molecular 


El entendimiento actual acerca del funcionamiento molecular de las 
células proviene del estudio de solo unos pocos tipos de organismos, 
llamados organismos modelo. Debido a la conservación evolutiva de ge- 
nes, proteínas, orgánulos, tipos celulares, y así sucesivamente, los des- 
cubrimientos acerca de las estructuras y el funcionamiento biológico 
obtenidos con un organismo experimental suelen aplicarse a otros. Así 
los investigadores en general conducen los estudios con el organismo 
que es más adecuado para responder rápida y totalmente la pregunta 
en cuestión, sabiendo que los resultados obtenidos en un organismo es 
probable que sean aplicables. 

Como se ha visto, las bacterias son excelentes modelos para el estu- 
dio de diversas funciones celulares, pero carecen de los orgánulos que 
se encuentran en los eucariontes. Los eucariontes unicelulares, como 
las levaduras, se usan para estudiar muchos aspectos fundamentales de 
la estructura y función celular eucarionte. Los modelos multicelulares, 
o metazoos, son necesarios para estudiar los tejidos, los sistemas de 
órganos más complejos y el desarrollo. Como se verá en esta sección, 
se utilizan diversos organismos modelo eucariontes para comprender 
estos sistemas y mecanismos celulares complejos. 


Los eucariontes unicelulares se usan para estudiar 
aspectos fundamentales de la estructura y función 
de la célula eucarionte 


Un grupo de eucariontes unicelulares, las levaduras, ha probado ser ex- 
cepcionalmente útil en el análisis genético y molecular de la formación 
y función celular eucarionte. Las levaduras y sus primos multicelulares, 
los mohos, que en forma colectiva constituyen los hongos, tienen una 
función ecológica importante en la degradación de restos animales y 
plantas para su reutilización. También sintetizan numerosos antibióti- 
cos y se los utiliza para la elaboración de pan, cerveza y vino. 

La levadura común usada para elaborar pan y cerveza, Saccha- 
romyces cerevisiae, aparece con frecuencia en este libro debido a que 
ha probado ser un organismo experimental extremadamente útil. 
En la mayoría de los eucariontes, si no en casi todos, se encuentran 
homólogos de muchas de las aproximadamente 6 000 diferentes 
proteínas expresadas en una célula de S. cerevisiae (Cuadro 1-2) y 
son importantes para la división celular o para el funcionamiento 
de orgánulos eucariontes individuales. Gran parte de lo que sabemos 
acerca de las proteínas en el retículo endoplasmático y en el aparato 
de Golgi, que promueven la secreción de proteínas, se elucidó por 
primera vez en las levaduras. Las levaduras también son esenciales 
para la identificación de muchas proteínas que regulan el ciclo celular 
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FIGURA 1-17 La levadura Saccharomyces cerevisiae puede crecer tanto 
como haploide como diploide y puede reproducirse de modo sexual o 
asexual. (a) Microfotografía electrónica de barrido de la levadura en gema- 
ción Saccharomyces cerevisiae. Estas células crecen mediante un tipo inusual de 
mitosis llamada “mitosis por gemación” Uno de los núcleos hijos permanece 
en la célula “madre”; el otro núcleo hijo es transportado al brote, el cual crece 
en tamaño y pronto es liberado como una célula nueva. Después de que cada 
célula brote se libera, queda una cicatriz en el sitio de la gemación;, por lo 
tanto, se puede contar el número de brotes anteriores en la célula madre. Las 
células de color anaranjado son bacterias. (b) Las células de levadura haploides 
pueden tener diferentes tipos de apareamientos, llamados a y Qt; ambos tipos 
contienen una copia simple de cada cromosoma de levadura, la mitad del 
número habitual, y crecen por gemación mitótica Dos células haploides que 
difieren en el tipo de apareamiento, una a y Otra Ot, se pueden fusionar para 
formar una célula diploide a/(£, que contiene dos copias de cada cromosoma 
Las células diploides sufren meiosis, un tipo especial de división celular, para 
formar ascosporas haploides. La ruptura de un asca libera cuatro esporas 
haploides, que pueden germinar en células haploides a y Q. Estas se pueden 
multiplicar asexualmente. (Parte (4) M. Abbey VisualsUntmited, inc) 


y catalizan la replicación y transcripción del DNA. S. cerevisiae (Pig. 
1-17a) y otras levaduras ofrecen muchas ventajas a los biólogos celu- 
lares y moleculares: 


* Gran cantidad de células de levadura pueden crecer fácilmente y de forma 
económica en cultivos a partir de una única célula; tales clones celulares 
tienen todos los mismos genes y las mismas propiedades bioquímicas. Las 
proteínas individuales o los complejos multiproteicos se pueden purificar 
a partir de grandes cantidades de células y luego estudiarlas en detalle. 


* Ambas células de levaduras crecen por mitosis como haploides (con- 
tienen una copia de cada cromosoma) y como diploides (contienen dos 
copias de cada cromosoma); esto hace que el aislamiento v la caracteri- 
zación de las mutaciones en los genes que codifican proteínas celulares 
esenciales sean relativamente sencillos. 


* Las levaduras, al igual que muchos organismos, tienen un ciclo se- 
xual que les permite intercambiar genes entre células. Bajo condiciones 
de inanición, las células diploides entran en meiosis, un tipo especial 
de división celular, para formar células hijas haploides, que son de dos 
tipos, células a y Qt. Las células haploides pueden crecer por mitosis. Si 
las células haploides a y A se encuentran una con otra, pueden fusio- 
narse y formar una célula diploide a/at que contiene dos copias de cada 
cromosoma (Fig. 1-17b). 


Con el uso de una especie única como $. cerevisiag como un orga- 
nismo modelo, los resultados de los estudios llevados a cabo por dece- 
nas de miles de científicos alrededor del mundo, mediante múltiples 
técnicas experimentales, pueden combinarse para producir un nivel 
más profundo de comprensión de un único tipo de célula. Como se 
verá muchas veces en este libro, las conclusiones sobre la base de los es- 
tudios de S. cerevisiae suelen ser verdaderas para todos los eucariontes 
y forman las bases para la exploración de la evolución de procesos más 
complejos en animales multicelulares y plantas. 


Las mutaciones en la levadura conducen a la 
identificación de proteínas clave del ciclo celular 


Los estudios bioquímicos pueden decirnos mucho acerca de una pro- 
teína individual, pero no pueden probar si es necesaria para la división 
celular o para otro proceso celular. La importancia de una proteína se 
demuestra firmemente si una mutación que evita su síntesis o la torna 
no funcional afecta de manera adversa el proceso bajo estudio. Un or- 
ganismo diploide, en general, porta dos versiones (alelos) de cada gen, 
uno derivado de cada progenitor. Existen dos excepciones importantes, 
como las de genes en los cromosomas X e Y en los machos de algunas 
especies, incluyendo la nuestra. 

En los enfoques genéticos clásicos, los científicos aíslan y carac- 
terizan mutantes que carecen de la capacidad para hacer algo que un 
organismo normal hace. A menudo, se realizan “búsquedas” genéticas 
amplias para encontrar diferentes individuos mutantes (p. ej., mos- 
cas de la fruta, células de levadura) que son incapaces de completar 
un cierto proceso, como la división celular o la formación muscular. 
Las mutaciones suelen ser producidas por tratamientos con un mu- 
tágeno: un agente químico o físico que promueve las mutaciones en 
un esquema en gran medida aleatorio. Pero ¿cómo se pueden aislar 
y mantener organismos o células mutantes que son defectuosos en 
algunos procesos, como la división celular, que son necesarios para 
la supervivencia? 

Una manera es aislar organismos con mutaciones sensibles a la 
temperatura. Estos mutantes son capaces de crecer a la temperatura 
permisiva, pero no a otra, en general, a una temperatura más elevada, 
la temperatura no permisiva. Las células normales crecen a cualquier 
temperatura. En la mayoría de los casos, un mutante sensible a la tem- 
peratura produce una proteína alterada que funciona a la temperatu- 
ra permisiva, pero se despliega y es no funcional a la temperatura no 
permisiva. Las búsquedas sensibles a la temperatura se realizan más 


rápidamente con organismos haploides, como las levaduras, puesto 


que existe solo una copia de cada gen, y una mutación en él tendrá una 
consecuencia inmediata. 

Al analizar los efectos de numerosas mutaciones sensibles a la tem- 
peratura que alteran la división de células haploides de la levadura, 
los genetistas descubrieron la mayoria de los genes necesarios para la 
división celular sin saber nada, inicialmente, acerca de qué proteínas 
codifican o cómo participan estas proteínas en los procesos. El gran 
poder de la genética es la capacidad para revelar la existencia y la rele- 
vancia de las proteínas sin conocer a priori sus identidades bioquímicas 
o sus funciones moleculares. Eventualmente, estos genes “definidos por 
mutación” fueron aislados y replicados (clonados) mediante técnicas 
de DNA recombinante, que se analizan en el Capítulo 5. Con los ge- 
nes ya aislados, las proteínas codificadas podían ser producidas en el 
tubo de ensayo o en bacterias modificadas genéticamente O en cultivos 
celulares. Luego, los bioquímicos pudieron investigar si las proteínas 
se asociaban con otras proteínas, con DNA o si catalizaban reacciones 
químicas particulares durante la división celular (Cap. 19). 

La mayoría de los genes del ciclo celular de las levaduras también 
se encuentran en las células humanas, y las proteínas codificadas tie- 
nen secuencias aminoacídicas similares. Las proteínas de diferentes 
organismos, pero con secuencias aminoacídicas similares, se dicen 
que son homólogas, y pueden tener las mismas funciones o similares. 
Cabe destacar, que se ha demostrado que una proteína del ciclo celu- 
lar humano, cuando se expresa en una levadura mutante defectuosa 
en la proteína de levadura homóloga, es capaz de “salvar el defecto” de 
la levadura mutante (es decir, de permitir que la célula crezca normal - 
mente); esto demuestra la capacidad de la proteína para funcionar en 
un tipo muy diferente de célula eucarionte. Este resultado experimen- 
tal, que galardonó con el premio Nobel a Paul Nurse, fue en especial 
notable debido a que la célula ancestral común a la célula humana y a 
la levadura actual se cree que vivió hace más de mil millones de años. 
Claramente, el ciclo celular eucarionte y los genes y proteínas que lo 
catalizan han evolucionado temprano en la evolución biológica y se 
han conservado bastante durante un período muy largo del tiempo 
evolutivo. Es importante destacar que estudios posteriores demostra- 
ron que las mutaciones en muchas proteínas del ciclo celular de la 
levadura que permiten el crecimiento celular descontrolado también 
se producen con frecuencia en los cánceres humanos (Cap. 24), por lo 
que se reafirma de nuevo la importancia de las funciones conservadas 
de estas proteínas en todos los eucariontes. 


La multicelularidad requiere adhesiones 
célula-célula y célula-matriz 


La evolución de los organismos multicelulares muy probablemente 
comenzó cuando las células permanecieron asociadas en colonias 
pequeñas después de la división, en lugar de separarse en células in- 
dividuales. Unos pocos procariontes y diversos eucariontes unicelu- 
lares, como muchos hongos y mohos, exhiben tal comportamiento 
social rudimentario. El florecimiento completo de la multicelulari- 
dad, sin embargo, se produjo en los organismos eucariontes cuyas 
células se diferenciaban y organizaban en grupos, o tejidos, en los 
cuales las células llevaban a cabo una función común y especializada. 
Los metazoos —ya se trate de invertebrados como la mosca de la fru- 
ta Drosophila melanogaster y el gusano Caenorhabditis elegans, o de 
vertebrados como los ratones y los seres humanos- contienen entre 
13 000 y 23 000 genes que codifican proteínas, alrededor del triple o 
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el cuádruple de una levadura (Cuadro 1-2). Muchos de estos genes 
se conservan entre los metazoos y son esenciales para la formación y 
función de tejidos y Órganos específicos. | 
Las células animales suelen “pegarse” entre sí y formar una cade- 
na, una esfera o una lámina mediante proteínas de adhesión celular 
(a menudo denominadas “moléculas de adhesión celular” o CAM) en 
sus superficies (Fig. 1-3). Algunas CAM unen células unas con otras; 
otros tipos unen células a la matriz extracelular y forman una unidad 
cohesiva. En los animales, la matriz acoge las células y permite que 
los nutrientes difundan hacia ellas y que los productos de desperdi- 
cio se alejen. Una matriz especializada, muy resistente llamada lámi- 
na basal, contiene múltiples proteínas como colágeno y polisacáridos, 
que forman una capa de soporte donde subyacen láminas de células 
que evitan que se rompan los agregados de células. Las células de las 
plantas superiores se encuentran encerradas en una red de cámaras for- 
madas por paredes celulares entrelazadas que rodean las células, y están 
conectadas por puentes citoplasmáticos llamados plasmodesmos. 


Los tejidos se organizan en órganos 


Los grupos especializados de células diferenciadas forman tejidos que 
son, en sí mismos, los principales componentes de los órganos. Por 
ejemplo, el lumen de un vaso sanguíneo está recubierto con una capa 
laminar de células endoteliales, o endotelio, que evita que las células 
sanguíneas se filtren (Fig. 1-18). Una capa de tejido de músculo liso 
rodea el endotelio y la lámina basal y se contrae para limitar el flujo 
sanguíneo. Durante los momentos de pánico, la constricción de vasos 
periféricos pequeños envía más sangre a los órganos vitales. La capa 
de músculo de un vaso sanguíneo está envuelta en una capa externa 
de tejido conectivo: una red de fibras y células que reviste y protege 
las paredes de los vasos del estiramiento y la ruptura. Esta jerarquía de 
tejidos se copia en otros vasos sanguíneos, que difieren principalmente 
en el espesor de las capas. La pared de una arteria principal debe 
soportar mucha tensión y, por lo tanto, es más gruesa que un vaso 
sanguíneo menor. La estrategia de agrupamiento y la estratificación de 
diferentes tejidos también se utilizan para la formación de otros órganos 
complejos. En cada caso, la función del órgano está determinada por 
las funciones específicas de sus tejidos componentes, y cada tipo de 
célula en un tejido produce los grupos específicos de proteínas que le 

permiten al tejido llevar a cabo sus funciones. 


4) VIDEO: Desarrollo embrionario temprano 


FIGURA 1-18 Todos los órganos son agrupamientos organizados de 
varios tejidos, como se ilustra en este corte transversal de una arteria 
pequeña (arteriola). La sangre circula a través del lumen del vaso (Lu), que 
está recubierto por una lámina delgada de células endoteliales (CE) que forman 
el endotelio (ET) y por la lámina basal subyacente Este tejido se adhiere a la 
Capa superpuesta de tejido de músculo liso (ML); la contracción de la capa 
muscular controla el flujo de sangre a través del vaso. Una capa fibrilar de tejido 
conectivo (TC) rodea al vaso y lo conecta a otros tejidos. Di Richard Kessel y Dr Randy 


Kardon /Visual Unlimited, Inc. 


El plan corporal y los tejidos rudimentarios se 
forman temprano en el desarrollo embrionario 


El cuerpo humano está formado por unos 100 trillones de células, in- 
cluso si se desarrolla a partir de una única célula, el cigoto, resultante de 
la fusión de un espermatozoide y un óvulo. Las etapas tempranas en el 
desarrollo de un embrión se caracterizan por la división celular rápida 
(Fig. 1-19) y por la diferenciación de células en tejidos. El plan corporal 
embrionario —el patrón espacial de los tipos celulares (tejidos) y de las 
partes del cuerpo— emerge a partir de dos influencias: un programa de 


(a) (b) 


FIGURA 1-19 Las primeras pocas divisiones de un óvulo fecundado es- 
tablecen las bases para todo el desarrollo posterior. Un embrión murino 
en desarrollo se muestra en las etapas de (a) dos células, (b) cuatro células y (c) 


(c) 


ocho células. El embrión está rodeado por membranas de soporte. Los pasos 
correspondientes al desarrollo humano se producen durante los primeros días 
después de la fecundación. (Claude Edelmann/Photo Researchers, Inc.) 
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genes que especifica el patrón del cuerpo, y las interacciones de células 
locales que inducen diferentes partes del programa. 

Con solo unas pocas excepciones, la mayoría de los animales exhibe 
simetría axial; es decir, sus lados izquierdo y derecho son especulares 
entre sí. Este patrón básico está codificado en el genoma. Los biólogos 
del desarrollo han dividido los filos animales en dos grandes grupos de- 
pendiendo en donde se forma la boca y el ano en el embrión temprano. 
Los protostomas desarrollan una boca cerca de una abertura transito- 
ria en el embrión temprano (el blastoporo) y tienen una fibra nerviosa; 
los protostomas incluyen todos los gusanos, insectos y moluscos. Los 
deuterostomas desarrollan un ano cerca de esta abertura transitoria en 
el embrión y tienen un sistema nervioso central dorsal; estos incluyen 
los equinodermos (como las estrellas y los erizos de mar) y los verte- 
brados. Los cuerpos de ambos, protostomas y deuterostomas, se divi- 
den en segmentos discretos que se forman temprano en el desarrollo 
embrionario. Los protostomas y los deuterostomas es probable que ha- 
yan evolucionado a partir de un ancestro común, llamado Urbilateria, 
que vivió aproximadamente hace 600 millones de años (Fig. 1-20a). 

Los genes patrón especifican la organización general de un orga- 
nismo. Esta comienza con los ejes corporales principales, anterior-pos- 
terior, dorsal-ventral, izquierda-derecha, y termina con los segmentos 
corporales de la cabeza, tórax, abdomen, y cola. La conservación de 
la simetría axial desde el gusano más simple hasta los mamíferos se 
explica por la presencia de genes patrón conservados en sus genomas. 
Algunos genes patrón codifican proteínas que controlan la expresión 
de otros genes; otros genes patrón codifican proteínas que son impor- 
tantes en la adhesión celular o en la señalización celular. Este amplio 
repertorio de genes patrón permite la integración y coordinación de 
acontecimientos en las diferentes partes del embrión en desarrollo y 
brinda a cada segmento del cuerpo su identidad única. 

Notablemente, muchos genes patrón (que, a menudo, suelen lla- 
marse “factores de transcripción maestros”) están altamente conser- 


FIGURA 1-20 Genes similares, conservados durante la evolución, regu- 
lan los procesos de desarrollo temprano en diversos animales. (a) Urbila- 
teria es el presunto ancestro de todos los protostomas y los deuterostomas que 
existieron hace alrededor de 600 millones de años. Se muestran las posiciones 
del cordón nervioso (violeta), superficie del ectodermo (principalmente, la piel, 
blanco), y endodermo (principalmente, el aparato digestivo y los órganos, verde 
claro). (b) Las proteinas altamente conservadas, llamadas *Hox”, se encuen- 

tran tanto en los protostomas como en los deuterostomas, y determinan la 
identidad de los segmentos del cuerpo durante el desarrollo embrionario. Los 
genes Hox se encuentran en grupos en los cromosomas de la mayoría de todos 
los animales, y codifican factores de transcripción relacionados que controlan 
las actividades de otros genes. En muchos animales, los genes Hox dirigen el 
desarrollo de diferentes segmentos a lo largo del eje cabeza-a-cola, como se 
indica con los correspondientes colores. Cada gen es activado (transcripcio- 
nalmente) en una región específica a lo largo del eje cabeza-a-cola y controla 

el desarrollo de los tejidos allí. Por ejemplo, en el ratón, un deuterostoma, los 
genes Hox son responsables de las formas distintivas de las vértebras. Las 
mutaciones que afectan los genes Hox en la mosca de la fruta, un protostoma, 
provocan que partes del cuerpo se formen en lugares erróneos, como patas en 
lugar de antenas en la cabeza. En ambos organismos, estos genes proporcionan 
la dirección cabeza-a-cola y sirven para dirigir la formación de las estructuras en 
los lugares apropiados. 


vados tanto en protostomas como en deuterostomas (Fig. 1-20b). Esta 
conservación del plan corporal refleja la presión evolutiva para pre- 
servar las similitudes en los mecanismos moleculares y celulares que 
controlan el desarrollo en los diferentes organismos. 

Los ojos de las moscas y los ojos humanos son muy diferentes en 
estructura, en función y en conexiones nerviosas. No obstante, los tam- 
bién llamados “genes reguladores maestros” que inician el desarrollo 
de los ojos (eyeless en la mosca y Pax6 en los seres humanos) codifican 
los factores de transcripción altamente relacionados que regulan las 
actividades de otros genes y descienden del mismo gen ancestral. Las 


mutaciones en los genes eyeless o en Pax6 causan defectos importantes 
en la formación del ojo (Fig. 1-21). 


Los invertebrados, los peces y otros organismos 
sirven como sistemas experimentales para el 
estudio del desarrollo humano 


Para el estudio de las células en tejidos especializados, se utilizan or- 
ganismos modelo animales y vegetales. Tradicionalmente, las células 
nerviosas y musculares, por ejemplo, se estudiaban en mamíferos o en 
criaturas con células especialmente grandes o accesibles, como las cé- 
lulas neurales gigantes del calamar o la liebre de mar o los músculos de 
vuelo de las aves. Más recientemente, se ha estudiado exhaustivamente 
el desarrollo muscular y nervioso en las moscas de la fruta (Drosophila 
melanogaster), en los gusanos (Caenorhabditis elegans) y en el pez cebra 
(Danio rerio), en los cuales los mutantes en la formación o función 
nerviosa y muscular se pueden aislar rápidamente (Fig. 1-13). 

Los organismos con embriones celulares grandes que se desarro- 
llan fuera de la madre (p. ej., ranas, erizos de mar peces y gallinas) son 
extremadamente útiles para trazar los destinos de las células a medida 
que se forman los diferentes tejidos y para hacer extractos para estu- 
dios bioquímicos. Por ejemplo, una proteína clave en la regulación 
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FIGURA 1-21 Genes similares, conservados durante la evolución, 
regulan el desarrollo de órganos en diversos animales. r 


tr ren 


de la mitosis se identificó por primera vez en estudios con embriones 
de ranas y erizos de mar y, posteriormente, se purificó a partir de sus 
extractos (Cap. 20). 

Mediante el uso de técnicas de DNA recombinante, los investigado- 
res pueden modificar por ingeniería genética genes específicos para que 
contengan mutaciones que inactivan o incrementan la producción de sus 
proteínas codificadas. Tales genes se pueden introducir en los embriones 
de gusanos, moscas ranas, erizos de mar, gallinas, ratones, una variedad 
de plantas y de otros organismos; permitiendo la evaluación de los efec- 
tos de estas mutaciones. Este enfoque se está utilizando con gran fre- 
cuencia para producir versiones de ratones con enfermedades genéticas 


FIGURA 1-22 La conservación de sintenia entre 


humanas. La activación de genes especificos mediante la introducción 
de piezas cortas de RNA de interterencia permite una evaluación rápida 
de las posibles tunciones de genes en muchos organismos. 


Los ratones se utilizan con frecuencia para generar 
modelos de enfermedades humanas 


Los ratones tienen una enorme ventaja sobre otros organismos expe- 
rimentales: son los más cercanos a los seres humanos respecto de cual- 
quier animal para los cuales son factibles técnicas genéticas de gran 
alcance. Los ratones v los seres humanos han compartido estructuras 
vitales durante milenios, tienen sistemas inmunitarios similares y están 
sujetos a la infección por muchos de los mismos patógenos. Ambos 
organismos contienen alrededor del mismo número de genes, y cer- 
ca del 99% de los genes murinos que codifican proteínas tienen sus 
homólogos en los seres humanos, y viceversa. Cerca del 90% de los 
genomas murino y humano se puede dividir en regiones de sintenia 
conservada, es decir, en segmentos de DNA que tienen el mismo orden 
de secuencias únicas de DNA y de genes a lo largo de un segmento 
de un cromosoma. Esto significa que el orden génico en el ancestro 
común más reciente de los seres humanos y de los ratones se conservó 
en ambas especies (Fig. 1-22). Esta sintenia conservada es consistente 
con evidencias arqueológicas y otras de que los seres humanos v los 
ratones descienden de un antepasado evolutivo común de mamifero 
que probablemente vivió hace 75 millones de años. Por supuesto, los 
ratones no son personas; en relación con los seres humanos, los ratones 
han expandido sus familias de genes relativos a la inmunidad, la repro- 
ducción, el olfato; probablemente, esto reflejaría las diferencias entre 
los estilos de vida murino y humano. 

En el Capítulo 5, se aprenderá acerca de la utilidad experimental de 
las células madre embrionarias murinas, de las lineas de células deri- 
vadas de embriones murinos tempranos que pueden crecer en cultivo 
en un estado indiferenciado. Mediante el uso de técnicas de DNA re- 
combinante, los científicos pueden introducir mutaciones específicas 
en el genoma murino que imita las mutaciones correspondientes en la 
enfermedad humana. Por ejemplo, los pacientes con un cierto tipo de 
cáncer acumulan mutaciones inactivantes en una proteina reguladora 
clave del ciclo celular, y la mutación análoga se puede introducir en el 
gen murino correspondiente. Estas células madre con genes alterados 
se pueden inyectar en un embrión murino temprano, que luego es im- 
plantado en un ratón hembra pseudopreñado (un ratón tratado con 
hormonas para desencadenar cambios fisiológicos necesarios para el 
embarazo). Si el ratón se desarrolla a partir de las celulas madre inyec- 
tadas, exhibirá una enfermedad similar a la del cáncer humano; por lo 
tanto, se avala la conexión entre la enfermedad y las mutaciones en un 
gen o en genes particulares. Una vez que están disponibles los modelos 
de ratones de una enfermedad humana, se pueden llevar a cabo estu- 
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(a) Bacteriófago T4 


FIGURA 1-23 Los virus deben infectar una célula huésped para desarro- 
llarse y reproducirse. Estas microfotografías electrónicas ilustran algo de la 
variedad estructural exhibida por los virus. (a) El bacteriófago Ta (corchete) se 
adhiere a una bacteria E. coli mediante la estructura de la cola e inyecta su DNA, 
localizado en la cabeza, dentro de la célula Los virus que infectan bacterias se 
denominan bacteriófagos, o simplemente fagos. (b) El virus del mosarco del 


dios de los defectos moleculares que causan la enfermedad y, posterior- 
mente, se pueden probar nuevos tratamientos, por lo que se minimiza 
así la exposición humana a tratamientos no evaluados. 


Los virus son parásitos celulares que se utilizan 
extensamente en las investigaciones de biología 
celular y molecular 


Las enfermedades causadas por los virus son numerosas y todas de- 
masiado familiares, incluyendo el virus de la varicela, la gripe y algu- 
nos tipos de neumonía, polio, sarampión, rabia, hepatitis, el resfriado 
común y muchos otros. Las infecciones virales en las plantas (p. ej., 
el virus del mosaico enano en el maíz) tienen un importante impacto 
económico en la producción de cultivos. Casi todos los virus tienen un 
rango de huéspedes más bien limitado e infectan solo ciertas bacterias, 
plantas o animales (Fig. 1-23). Los virus son mucho más pequeños que 
las células, del orden de los 100 nanómetros (nm) de diámetro. Un vi- 
rus suele estar compuesto de una cubierta de proteína que encierra un 
centro que contiene el material genético, que puede ser DNA o RNA, y 
contiene la información para producir más virus (Cap. 4). La cubierta 
protege al virus del ambiente y le permite adherirse o entrar a células 
huésped específicas. En algunos virus, la cubierta proteica está rodeada 
por una cubierta similar a una membrana, que se forma a partir de la 
membrana plasmática de la célula infectada (Fig. 14-34), 

Debido a que los virus no pueden crecer o reproducirse por sus pro- 
pios medios, un virus debe infectar una célula huésped y tomar el control 
de su maquinaria interna para sintetizar las proteínas virales. Todos los 
virus usan ribosomas celulares para sintetizar proteínas virales; la mayoría 
de los virus de DNA usa enzimas celulares para la replicación de su DNA 
y para la transcripción de su DNA en mRNA. Por lo tanto, los estudios 
de replicación del DNA del virus y la síntesis del RNA son informativos 
de los correspondientes procesos celulares. Cuando se liberan los virus 
recién sintetizados mediante gemación o brotación desde la membrana 
celular o cuando la célula infectada estalla, el ciclo comienza de nuevo. 


(b) Virus del mosaico del tabaco 
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(c) Adenovirus 


tabaco causa un moteado de las hojas de las plantas de tabaco infectadas y 
atroha su crecimiento. (c) El adenovirus causa infecciones respiratorias y oculares 
en los seres humanos. Este virus tiene una cubierta membranosa externa a 

partir de la cual sobresalen puntas de glucoproteina con forma de picos largos 


Parte la] de Á Levine, 1991 Viruses, Screnmihic American Library. p 20. Parte [b] cortesia de R € Valentine 
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Considere a los adenovirus, que causan infecciones en las vías res- 
piratorias y oculares en los seres humanos. Los adenovirus humanos 
tienen un genoma de solo aproximadamente 35 000 pares de base —al- 
rededor del 2% del tamaño de un genoma bacteriano- y que codifica 
cerca de 30 proteínas, casi la mitad de las cuales están conservadas entre 
los adenovirus que infectan diferentes especies. Estas proteínas con- 
servadas comprenden proteínas estructurales que forman parte de la 
partícula viral madura (virión) y proteínas que catalizan pasos en la re- 
plicación del DNA viral. Luego, en la infección de células humanas con 
adenovirus, la célula se convierte en una fábrica virtual para la produc- 
ción de solo unas pocas proteínas virales: cerca de la mitad del RNA no 
ribosómico sintetizado son mRNA virales, y la mayoría de las proteínas 
producidas son virales. En la década de 1970 —antes del desarrollo de 
las técnicas de DNA recombinante- esto permitió experimentos de sín- 
tesis de mRNA de adenovirus que demostraron que los mRNA madu- 
ros habían sufrido corte y empalme, o eliminación de las secuencias no 
codificantes (véase la Fig. 1-9). Solo más tarde se demostró que el corte 
y empalme del RNA es una parte fundamental de la biogénesis de casi 
todos los mRNA eucariontes. 

Un tipo diferente de virus, el virus de la estomatitis vesicular, sinte- 
tiza una única glucoproteína (una proteína con una cadena de hidrato 
de carbono adherida) que es transportada hasta la membrana plasmá- 
tica y luego forma parte de la cubierta de la membrana de este virus. 
Los estudios de esta proteína (Figs. 14-2 y 14-3) aclararon muchos as- 
pectos de la biogénesis de las glucoproteínas de membrana, que luego 
mostraron aplicarse a todas las glucoproteínas celulares. 

Incluso en la actualidad, los virus son útiles en muchos aspectos 
de la biología celular y molecular. Muchos métodos para la manipu- 
lación genética celular dependen del uso de los virus para transmitir 
moléculas de DNA en las células. Para realizar esto, se reemplaza la 
porción del material genético viral que codifica las proteínas que son 
potencialmente dañinas con otro material genético, incluso con genes 
humanos; el adenovirus suele usarse para este propósito. Los virus 
alternativos, o vectores, hasta pueden entrar en la célula portando los 


1.3 De las células a los tejidos: los organismos unicelulares y los metazoos.... 21 


FIGURA 1-24 El complejo de glucoproteína distro- 
fina (DGC) en las células de músculo esquelético. 
La distrofina —la proteína defectuosa en la distroha 
muscular de Duchenne- conecta el citoesqueleto de 
actina con el complejo multiproteico sarcoglucano en 
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la membrana plasmática. Otras proteínas en el comple- 
JO se unen a componentes de la lámina basal, como la 
laminina, que, a su vez, se une a las fibras de colágeno, 
las cuales otorgan a la lámina basal fuerza y rigidez. Por 
lo tanto, la distrofina es un miembro importante de un 
grupo de proteínas que conectan la célula muscular y 
su citoesqueleto de actina interno con la lámina basal 


que la rodea (Adaptado deS. J. Winder, 2001, Trends Biochem. Sci 
26118, y D £ Michele y K P Campbell, 2003, J Bio! Chem 278 15457) 
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genes introducidos con ellos (Cap. 5). Algún día, las enfermedades 
causadas por genes defectuosos podrán ser tratadas usando vectores 
virales para introducir una copia normal de un gen defectuoso en los 
pacientes. La investigación actual está dedicada a superar los conside- 
rables obstáculos de este enfoque de terapia génica, tales como lograr 
que los genes introducidos funcionen en las células correctas en los 
momentos apropiados. 


Las enfermedades genéticas aclaran aspectos 
importantes de la función celular 


Muchas enfermedades genéticas están causadas por mutaciones en una 
única proteína; mediante estudios en seres humanos con estas enfer- 
medades, se esclareció la función normal de la proteína. Por ejemplo, 
considérese la distrofia muscular de Duchenne (DMD), el tipo más 
común de enfermedades hereditarias de desgaste muscular, colectiva- 
mente denominadas “distrofias musculares”. La DMD es un trastorno 
ligado al cromosoma X, que afecta a 1 cada 33 000 chicos, y produce una 
falla respiratoria o cardíaca, en general, en la adolescencia tardía o al 
comienzo de los veinte años de edad. El primer indicio para comprender 
las bases moleculares de esta enfermedad proviene del descubrimiento 
de que personas con DMD portan mutaciones en el gen que codifica 
una proteína llamada “distrofina”. Más tarde, se encontró que esta pro- 
teína muy grande es una proteína citosólica adaptadora, que se une a 
los filamentos de actina, que son parte del citoesqueleto (Fig. 1-24). El 
ensamblaje multiproteico resultante es grande, se denomina “complejo 
glucoproteína distrofina” (DGC), y conecta la proteína laminina de la 
matriz extracelular al citoesqueleto dentro del músculo y de otros tipos 
de célula. Las mutaciones en la distrofina, otro componente del DGC, 
o en la laminina pueden interrumpir la conexión mediada por el DGC 
entre el interior y el exterior de las células musculares, y causar el debi- 
litamiento muscular y, eventualmente, la muerte. El primer paso en la 
identificación del complejo glucoproteico distrofina involucró la clona- 
ción del gen que codifica la distrofina usando el DNA de los individuos 
normales y DNA de los pacientes con distrofia muscular Duchenne. 
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Los siguientes capítulos presentan datos 
experimentales que explican cómo sabemos lo que 
sabemos sobre la estructura y la función de las células 


En los siguientes capítulos de este libro se analizan los procesos celula- 
res con muchos más detalles. El Capítulo 2 comienza con un análisis de 
la naturaleza química de las unidades monoméricas de las células y de 
los procesos químicos básicos necesarios para comprender los procesos 
macromoleculares analizados en los siguientes capítulos. Se continuará 
con el análisis de la estructura y función de las proteínas (Cap. 3) y 
cómo la información para su síntesis está codificada en el DNA (Capí- 
tulo 4). El Capítulo 5 describe muchas de las técnicas usadas para estu- 
diar los genes, la expresión génica y la función proteica. La estructura 
de los genes y de los cromosomas y la regulación de la expresión génica 
se tratan en los Capítulos 6, 7 y 8. El Capítulo 9 describe muchas de las 
técnicas que los biólogos usan para cultivar y fraccionar células y para 
visualizar proteínas y estructuras específicas dentro de las células. La 
estructura de la biomembrana y el transporte de ¡ones y de pequeñas 
moléculas a través de las membranas son los temas de los Capitulos 10 
y 11; y el Capítulo 12 analiza la energética celular y las funciones de las 
mitocondrias y de los cloroplastos. La biogénesis de la membrana, la 
secreción de proteínas y el tránsito de las proteínas —la clasificación de 
proteínas hacia sus destinos subcelulares correctos son los temas de 
los Capítulos 13 y 14. Los Capítulos 15 y 16 analizan los muchos tipos 
de señales y los receptores de señales usados por las células para comu- 
nicarse y regular sus actividades. El citoesqueleto y los movimientos ce- 
lulares se describen en los Capitulos 17 y 18. El Capítulo 19 trata acerca 
del ciclo celular y cómo se regula la división celular. Las interacciones 
entre las células y entre las células y la matriz extracelular que permiten 
la formación de los tejidos y órganos se detallan en el Capítulo 20. Los 
últimos capítulos de este libro analizan importantes tipos de células es- 
pecializadas, las células madre (Cap. 21), las células nerviosas (Cap. 22) 
y las células del sistema inmunitario (Cap. 23). El Capítulo 24 se dedica 
al cáncer y a las múltiples formas en las cuales las mutaciones pueden 
alterar el crecimiento celular y la diferenciación. 


Imagen microscópica de luz polarizada de cristales de colesterol. El colesterol 
es una molécula insoluble en agua que cumple un papel estructural crucial en 
muchas membranas de células animales y es un precursor para la síntesis de 
hormonas esteroides, de ácidos biliares y de vitamina D. El depósito del exceso 
de colesterol en las paredes arteriales es un paso clave en la obstrucción de las 


arterias: una de las principales causas de ataques cardíacos y de accidentes ce- 
rebrovasculares. Cortes 
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a vida de una célula depende de miles de interacciones y de reac- 

ciones químicas exquisitamente coordinadas unas con otras en 

tiempo y espacio, y bajo la influencia de su ambiente y de las ins- 
trucciones genéticas de la célula. Al comprender a nivel molecular estas 
interacciones y reacciones, podemos comenzar a responder preguntas 
esenciales acerca de la vida celular. ¿Cómo extrae una célula los nu- 
trientes y la información de su entorno? ¿Cómo convierte una célula 
la energía almacenada en nutrientes en el trabajo de movimiento o 
metabolismo? ¿Cómo transforma una célula los nutrientes en los com- 
ponentes celulares necesarios para sobrevivir? ¿Cómo se conecta una 
célula consigo misma o con otras células para formar un tejido? ¿Cómo 
se comunican las células entre sí de manera tal que un organismo com- 
plejo que funciona eficientemente pueda desarrollarse y prosperar? 
Uno de los objetivos destacados de Biología celular y molecular es la de 
responder estas y otras preguntas acerca de la estructura y función de 
las células y de los organismos en términos de las propiedades de las 
moléculas y de los iones individuales. 

Por ejemplo, las propiedades de una de tales moléculas, el agua, han 
controlado y siguen controlando la evolución, estructura y función de 
todas las células. La comprensión de la biología no es posible sin apre- 
ciar cómo las propiedades del agua controlan la química de la vida. La 
vida surgió primero en un ambiente acuoso. Constituyendo del 70 al 
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80% del peso de la mayoría de las células, el agua es la molécula más 
abundante en los sistemas biológicos. Es dentro de este medio acuo- 
so que las moléculas e iones pequeños, que constituyen alrededor del 
7% del peso de la materia viva, se combinan con las macromoléculas 
más grandes y con los ensamblajes macromoleculares que forman la 
maquinaria y la arquitectura de una célula y, por lo tanto, la masa res- 
tante de los organismos. Estas moléculas pequeñas incluyen aminoáci- 
dos (las unidades monoméricas de las proteínas), los nucleótidos (las 
unidades monoméricas del DNA y del RNA), los lípidos (las unidades 
monoméricas de las biomembranas), los azúcares (las unidades mono- 
méricas de los hidratos de carbono complejos). 

Muchas de las biomoléculas de la célula (p. ej., los azúcares) se di- 
suelven rápidamente en agua; estas moléculas se denominan hidrófilas 
(“afinidad por el agua”). Otras (p. ej., el colesterol) son aceites, sustan- 
cias similares a grasas que rechazan el agua; se dice que son hidrófobas 
(“repelen el agua”). Incluso otras biomoléculas (p. ej., los fosfolípidos) 
contienen tanto regiones hidrófilas como hidrófobas; estas moléculas 
se dice que son “anfipáticas” (afinidad por ambas). Los fosfolípidos se 
usan para formar las membranas flexibles que rodean las células y sus 
orgánulos internos. El perfecto funcionamiento de las células, de los 
tejidos y de los organismos depende de estas moléculas, desde la más 
pequeña hasta la más grande. En efecto, la química del protón simple 
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(a) Complementariedad molecular 
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FIGURA 2-1 Química de la vida: cuatro conceptos clave. (a) La comple- 
mentariedad molecular yace en el corazón de todas las interacciones biomo- 
leculares, como cuando dos proteínas con formas y propiedades químicas 
complementarias se juntan para formar un complejo estrechamente unido. (b) 
Las moléculas pequeñas sirven como unidades monoméricas para estructuras 
más grandes. Por ejemplo, para generar la macromolécula de DNA portadora 
de información, cuatro unidades monoméricas de nucléotidos se unen cova- 
lentemente en cadenas largas (polímeros), que luego se enrollan entre sí para 
formar la doble hélice. (c) Las reacciones químicas son reversibles, y la distribu- 


(H*) puede ser tan importante para la supervivencia de una célula hu- 
mana como la de cada molécula gigante de DNA (¡la masa de la molé- 
cula del DNA en el cromosoma humano 1 es 8,6 x 10710 veces la de un 
protón!). Las interacciones químicas de todas estas moléculas, grandes 
y pequeñas, con el agua y entre sí, definen la naturaleza de la vida. 
Afortunadamente, aunque muchos tipos de biomoléculas interac- 
túan y reaccionan en numerosas y complejas vías para formar células 
y organismos funcionales, se necesita una cantidad relativamente pe- 
queña de principios químicos para entender los procesos celulares a 
nivel molecular (Fig. 2-1). En este capítulo, se revisan estos principios 
clave, algunos de Jos cuales usted ya conoce bien. Comenzamos con los 
enlaces covalentes que conectan los átomos en las moléculas y con las 
interacciones no covalentes que estabilizan los grupos de átomos den- 
tro de las moléculas y entre estas. A continuación, se considerarán las 
unidades monoméricas químicas básicas de las macromoléculas y de 
los ensamblajes macromoleculares. Después de repasar estos aspectos 
del equilibrio químico que son los más relevantes para los sistemas bio- 
lógicos, se finalizará el capítulo con los principios básicos de la bioquí- 
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(d) Energía de enlace químico 
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ción de los compuestos químicos entre los reactivos iniciales (izquierda) y los 
producto de las reacciones (derecha) dependen de las constantes de velocidad 
de las reacciones directa (k¿ flecha superior) e inversa (k; flecha inferior). La 
relación de estas, la K¿, proporciona una medida informativa de las cantidades 
relativas de productos y reactivos que estarán presentes en el equilibrio. (d) En 
muchos casos, la fuente de energía para las reacciones químicas en las células 
es la hidrólisis de la molécula ATP. Esta energía es liberada cuando se rompe un 
enlace fosfoanhidrido de alta energía que une los fosfatos a, B y y en la molé- 
cula de ATP (rojo) por la adición de una molécula de agua, formando ADP y P.. 


mica energética, incluyendo el papel central del ATP (adenosin trifos- 
fato) en la captura y transferencia de energía en el metabolismo celular. 


2.1 Enlaces covalentes e interacciones 
no covalentes 


Las fuerzas de atracción fuertes y débiles entre los átomos son el “pega- 
mento” que mantiene a las moléculas individuales juntas y permiten las 
interacciones entre diferentes moléculas. Cuando dos átomos compar- 
ten un único par de electrones, el resultado es un enlace covalente, un 
tipo de fuerza fuerte que mantiene juntos a los átomos en las molécu- 
las. Al compartir múltiples pares de electrones, se producen múltiples 
enlaces covalentes (p. ej., enlaces “dobles” o “triples”). Las fuerzas de 
atracción débiles de las interacciones no covalentes son igualmente 
importantes para determinar las propiedades y funciones de las bio- 
moléculas tales como proteínas, ácidos nucleicos, hidratos de carbono 
y lípidos. En esta sección, se consideran los enlaces covalentes y luego 
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FIGURA 2-2 Los enlaces covalentes se forman al compartir los electro- 
nes. Los enlaces covalentes, las fuerzas resistentes que mantienen juntos a los 
átomos en las moléculas, se forman cuando los átomos comparten los electro- 
nes de los orbitales electrónicos más externos. Cada átomo forma un número 
definido y una geometría de enlaces covalentes 


se analizan los cuatro principales tipos de interacciones no covalentes: 
los enlaces iónicos, los enlaces de hidrógeno, las interacciones de Van 
der Waals y el efecto hidrófobo. 


La estructura electrónica de un átomo determina 
el número y la geometría de los enlaces covalentes 
que puede formar 


El hidrógeno, el oxígeno, el carbono, el nitrógeno, el fósforo y el azufre 
son los elementos más abundantes en las moléculas biológicas. Estos 
átomos, que raramente existen como entidades aisladas, rápidamente 
forman enlaces covalentes con los electrones en los orbitales electróni- 
cos más externos que rodean al núcleo (Fig. 2-2). Como regla, cada tipo 
de átomo forma un número característico de enlaces covalentes con 
otros átomos, con una geometría bien definida que está determinada 
por el tamaño del átomo y tanto por la distribución de los electro- 
nes alrededor del núcleo como por el número de electrones que puede 
compartir. En algunos casos, el número de enlaces covalentes estables 
que un átomo puede formar es fijo; el carbono, por ejemplo, siempre 
forma cuatro enlaces covalentes. En otros casos, son posibles diferentes 
números de enlaces covalentes estables; por ejemplo, el azufre puede 
formar dos, cuatro o seis enlaces covalentes estables. 

Todos las unidades monoméricas biológicas están organizadas al- 
rededor del átomo de carbono, que forma cuatro enlaces covalentes. 
En estas biomoléculas orgánicas, cada carbono suele formar enlace con 
tres o cuatro átomos. (El carbono puede también formar enlace con dos 
átomos, como en la molécula lineal del dióxido de carbono, CO,, que 
tiene dos enlaces dobles carbono-oxígeno (O=C=0); sin embargo, 
tal reordenamiento de enlaces de carbono no se encuentra en las uni- 
dades monoméricas biológicas). Como se ilustra en la Figura 2-3a para 
el formaldehído, el carbono puede unirse a tres átomos, todos en un 
o. El átomo de carbono forma dos enlaces simples con dos 
enlace doble (dos pares de electrones compartidos) con el 
n ausencia de otras restricciones, los átomos unidos por 
le en general pueden rotar libremente alrededor del eje 
án conectados por un enlace 
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de enlace, mientras que aquellos que est 
doble no. El plano rígido impuesto por los enlaces dobles tiene una gran 


importancia para las formas y para la flexibilidad de las biomoléculas, 
como los fosfolípidos, las proteinas y los ácidos nucleicos. 

El carbono también puede unirse a cuatro en lugar de a tres áto- 
mos. Como se ilustra con el metano (CH), cuando el carbono se une 
a otros cuatro átomos, el ángulo entre cualquiera de los dos enlaces es 
109,5" y las posiciones de los átomos que forman enlace definen los 
cuatro puntos de un tetraedro (Pig. 2-3b). Esta geometría define las 
estructuras de muchas biomoléculas. Un átomo de carbono (o cual- 
quier otro) unido a cuatro átomos O grupos disimiles en una configu- 
ración no planar se dice que es “asimétrico”. La orientación tetraédrica 
de los enlaces formados por un átomo de carbono asimétrico se puede 
disponer de dos maneras diferentes en el espacio tridimensional; esto 
produce moléculas que son imágenes especulares unas Con Otras, una 
propiedad que se denominan quiralidad —del griego cheir, que significa 
“mano”- (Fig. 2-4). Tales moléculas se denominan Isómeros ópticos, O 
estercoisómeros. Muchas moléculas en las células contienen, al me- 
nos, un átomo de carbono asimétrico, a menudo llamado un átomo de 
carbono quiral. Los diferentes estereoisómeros de una molécula suelen 
tener actividades biológicas completamente diferentes debido al reor- 
denamiento de átomos dentro de sus estructuras, y, por lo tanto, difie- 
ren sus capacidades para interactuar con otras moléculas. 


(a) Formaldehído 


5 
Cc=0 
H »= -1200 
H) 
(b) Metano 
H 1 
H 
| 109,50 
H : 
H NEO 
Estructura Modelo de esferas Modelo 
química y varilla de espacial 


FIGURA 2-3 Geometría de enlaces cuando el carbono está unido cova- 
lentemente a otros tres o cuatros átomos. (a) Un átomo de carbono puede 
estar unido a tres átomos, como en el formaldehído (CHO). En este caso, los 
electrones unidos al carbono participan en dos enlaces simples y un enlace do- 
ble que yacen todos en el mismo plano. A diferencia de los átomos conectados 
por un enlace simple, que por lo general pueden rotar libremente alrededor 
del eje de enlace, aquellos conectados por un enlace doble no lo pueden 
hacer. (b) Cuando un átomo de carbono forma cuatro enlaces simples, como 
en el metano (CH), los átomos unidos (todos H en este caso) están orientados 
en el espacio con la forma de un tetraedro. La representación en letras sobre la 
izquierda claramente indica la composición atómica de la molécula y el patrón 
de enlace. El modelo de esferas y varillas en el centro ilustra el reordenamiento 
geométrico de los átomos y enlaces, pero los diámetros de las esferas que 
representan los átomos y sus electrones no enlazantes son poco realistas en 
comparación con las longitudes de enlace. Los tamaños de las nubes electróni- 
cas en el modelo espacial sobre la derecha representan de forma más realista la 
estructura tridimensional 
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Isómero D Isómero L 


FIGURA 2-4 Estereoisómeros. Muchas moléculas en las células contienen, 

al menos, un átomo de carbono asimétrico. La orientación tetraédrica de los 
enlaces formados por un átomo de carbono asimétrico puede disponerse en el 
espacio tridimensional de dos formas diferentes, y producir moléculas que son 
imágenes especulares, o estereoisómeros, entre sí. Aquí se muestra la estructura 
común de un aminoácido, con su carbono asimétrico central y cuatro grupos 
adheridos, incluyendo el grupo R, analizado en la Sección 2-2. Los aminoáci- 
dos pueden existir en dos formas de imágenes especulares, designadas L y D. 
Aunque las propiedades químicas de tales estereoisómeros son idénticas, sus 
actividades biológicas son distintas. Solo los aminoácidos L se encuentran en las 
proteínas. 


rr Algunos fármacos son mezclas de los estereoisómeros de molécu- 

JN las pequeñas en las cuales un estereoisómero tiene la actividad 
biológica de interés. El uso de un único estereoisómero puro del quími- 
co, en lugar de la mezcla, puede dar como resultado un fármaco más 
potente con efectos adversos reducidos. Por ejemplo, un estereoisóme- 
ro del fármaco antidepresivo citalopram (Celexa%) es 170 veces más 
potente que el otro. Algunos estereoisómeros tienen actividades muy 
diferentes. Darvon* es un calmante contra el dolor, mientras que su 
estereoisómero, NovradY (Darvon escrito al revés), es un antitusivo. Un 
estereoisómero de la ketamina es un anestésico, mientras que el otro 
provoca alucinaciones. M 


En el Cuadro 2-1, se muestra el número típico de enlaces covalentes 
formados por otros átomos comunes en las biomoléculas. Un átomo de 
hidrógeno forma un enlace covalente solamente. Un átomo de oxígeno 
suele formar solo dos enlaces covalentes, pero tiene pares adicionales 
de electrones que pueden participar en interacciones no covalentes. El 
azufre forma dos enlaces covalentes en el sulfuro de hidrógeno (H,S), 
pero también puede acomodar seis enlaces covalentes, como en el ácido 
sulfúrico (H,SO,) y sus derivados sulfatos. El nitrógeno y el fósforo cada 
uno tienen cinco electrones para compartir. En el amoníaco (NH,), el 
átomo de nitrógeno forma tres enlaces covalentes; el par de electrones 
alrededor del átomo no involucrado en un enlace covalente puede to- 
mar parte en interacciones no covalentes. En el ion amonio (NH,?), el 
nitrógeno forma cuatro enlaces covalentes, que tienen una geometría 
tetraédrica. El fósforo suele formar cinco enlaces covalentes, como en 

el ácido fosfórico (H,PO,) y sus derivados fosfatos, que forman el es- 
queleto de los ácidos nucleicos. Los grupos fosfatos unidos por enlaces 
covalentes a las proteínas cumplen una función en la regulación de la 
actividad de muchas proteínas; y la molécula central en la energética 
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celular, el ATP, contiene tres grupos fosfatos (véase la Sección 2.4). En el 
Cuadro 2-2, se presenta un resumen de las uniones covalentes y de los 
grupos funcionales comunes, que confieren las propiedades químicas 
distintivas a las moléculas de las cuales son parte. 


En los enlaces covalentes, los electrones pueden 
compartirse por igual o de manera desigual 


La medida de la capacidad de un átomo para atraer un electrón se de- 
nomina electronegatividad. En un enlace entre átomos con electrone- 
gatividades idénticas o similares, los electrones de enlace se comparten 
esencialmente de forma equitativa entre los dos átomos, como es el 
caso para la mayoría de los enlaces simples carbono-carbono (C—-C) y 
los enlaces simples carbono-hidrógeno (C—H). Tales enlaces se deno- 
minan no polares. En muchas moléculas, los átomos enlazados tienen 
diferentes electronegatividades, que dan como resultado una distribu- 
ción desigual de electrones. El enlace entre ellos se dice que es polar. 

Un extremo de un enlace polar tiene una carga parcial negativa (87) 
y el otro extremo tiene una carga parcial positiva (5*). En un enlace 
O—H, por ejemplo, la mayor electronegatividad del átomo de oxígeno 
en relación con el hidrógeno da como resultado que los electrones pa- 
sen más tiempo alrededor del oxígeno que del hidrógeno. Por lo tanto, 
el enlace O—H posee un dipolo eléctrico: una carga positiva separada 
de una carga negativa igual pero opuesta. La cantidad de carga 8” sobre 
el átomo de oxígeno de un dipolo OH es aproximadamente el 25% de 
ese electrón, con una carga 5* opuesta y equivalente sobre el átomo de 
hidrógeno. Una medida cuantitativa común del grado de separación de 
la carga, o fuerza, de un dipolo se denomina el momento dipolar (11), 
que, para un enlace químico, es el producto de la carga parcial sobre 
cada átomo y la distancia entre dos átomos. Para una molécula con 
múltiples dipolos, la cantidad de separación de carga para la molécula 
como un todo depende, en parte, de los momentos dipolares de todos 
sus enlaces químicos individuales y, en parte, de la geometría de la mo- 
lécula (en relación con las orientaciones de los momentos dipolares 
individuales). 

Considérese el ejemplo del agua (H,O), que tiene dos enlaces O—H 
y, por lo tanto, dos momentos dipolares de enlaces individuales. Si el 
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agua fuera una molécula lineal con los dos enlaces en lados exactamente 
opuestos del átomo de O, los dos dipolos en cada extremo de la molé- 
cula serían idénticos en fuerza, pero estarían orientados en direcciones 
opuestas. Los dos momentos dipolares se cancelarían entre sí y el mo- 
mento dipolar de la molécula entera sería cero. Sin embargo, como el 
agua es una molécula con forma de V, con los dipolos individuales de 
sus dos enlaces O—H que apuntan ambos hacia el oxígeno, un extre- 
mo de la molécula de agua (el extremo con el átomo de oxígeno) tiene 
una carga parcial negativa y el otro extremo (el que tiene dos átomo 
de hidrógeno) tiene una carga parcial positiva. En consecuencia, toda 
la molécula es un dipolo con un momento dipolar bien definido (Fig. 
2-5). Este momento dipolar y las propiedades electrónicas de los áto- 


Momento 
dipolar 


FIGURA 2-5 El dipolo natural de una molécula de agua. El simbolo $ 
representa una carga parcial (una Carga más débil que la de un electrón o 
protón). Debido a la diferencia en las electronegatividades del H y del O, cada 
uno de los enlaces polares H—O en el agua es un dipolo. Los tamaños y las 
direcciones de los dipolos de cada uno de los enlaces determinan la distancia 
neta y la cantidad de separación de carga, o momento dipolar, de la molécula, 


mos de oxígeno e hidrógeno le permiten al agua formar interacciones 
electrostáticas, no covalentes con otras moléculas de agua y otras mo- 
léculas diferentes. Estas interacciones cumplen un papel crucial en casi 
cada interacción bioquímica en las células y organismos, las cuales se 
analizarán brevemente. 

Otro ejemplo importante de polaridad es el doble enlace O=P en 
el H,PO, (ácido fosfórico). En la estructura del H,PO,, que se muestra 
a continuación a la izquierda, las líneas representan enlaces simples y 
dobles, y los electrones no enlazantes se muestran como pares de pun- 
tos: 


H H 
: o ; : o : 
HÓ-PÓH => Hó-Po—a 
dh y O A 


Debido a la polaridad del doble enlace O=P, el H¿PO, también puede 
ser representado por la estructura de la derecha, en la cual uno de los 
electrones del enlace doble P=0 se acumula sobre el átomo de O, y le 
otorga una carga negativa que deja al átomo de P con una carga posi- 
tiva. Estas cargas son importantes en las interacciones no covalentes. 
Ninguno de estos dos modelos describe con precisión el estado electró- 
nico del ácido fosfórico. La estructura verdadera se la puede considerar 
un intermedio, o híbrido, entre estas dos representaciones, como lo in- 
dica la flecha con puntas de doble sentido entre ellas. Estas estructuras 
intermediarias se denominan híbridos de resonancia. 
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FIGURA 2-6 Las energías relativas de los enla- 
ces covalentes y las interacciones no covalen- 
tes. La energía de enlace es la energía necesaria 
para romper un tipo particular de unión. Aquí se 
muestran las energías requeridas para romper una 
variedad de uniones, dispuestas en una escala loga- 
rítmica. Los enlaces covalentes, incluyendo aquellos 
para los enlaces simples carbono-carbono (CC) y 
los enlaces dobles (C==C), son una a dos poten- 
cias de 10 más fuertes que las interacciones no 
covalentes. Las últimas son de alguna forma mayor 
que la energía térmica del ambiente a temperatura 0,24 
ambiente normal (25 *C). Muchos procesos biológi- 

cos están acoplados a la energía liberada durante la 

hidrolisis de un enlace fosfoanhidrido en el ATP 


Los enlaces covalentes son mucho más fuertes y 
más estables que las interacciones no covalentes 


Los enlaces covalentes son considerados fuertes debido a que 
las energías requeridas para romperlos son mucho más grandes que 
la energía térmica disponible a la temperatura ambiente (25 *C) o a 
la temperatura corporal (37 *C). En consecuencia, son estables a estas 
temperaturas. Por ejemplo, la energía térmica a 25 “C es aproximada- 
mente 0,6 kilocalorías por mol (kcal/mol), mientras que la energía re- 
querida para romper el enlace C—C en el etano es alrededor de 140 
veces más grande (Fig. 2-6). En consecuencia, a temperatura ambiente 
(25 *C), menos de 1 en 10!? moléculas de etano se romperá en un par 
de moléculas CH,, cada una con un electrón no enlazante y desaparea- 
do, denominado “radical”. 

Los enlaces covalentes simples en las moléculas biológicas tienen 
energías similares a la energía del enlace C—C en el etano. Debido a 
que en el doble enlace se comparten más electrones entre los átomos, 
se necesita más energía para romperlos que en un enlace simple. Por 
ejemplo, se necesitan 84 kcal/mol para romper un enlace simple C—0; 

pero para romper un enlace doble C=0, se requieren 170 kcal/mol. 
Los enlaces dobles más comunes en las moléculas biológicas son C=0, 
C=N, C=C y P=0. 

Por el contrario, la energía necesaria para romper interacciones no 
covalentes es de solo 1,5 kcal/mol, mucho menos que las energías de enla- 
ce de los enlaces covalentes (véase la Fig. 2-6). En efecto, las interacciones 
no covalentes son lo suficientemente débiles para que se estén forman- 
do y rompiendo de modo constante a temperatura ambiente. A pesar de 
que algunas interacciones son débiles y tienen una existencia transitoria a 
temperaturas fisiológicas (25-37 “C), múltiples interacciones no covalen- 
tes pueden actuar juntas, como se verá más adelante, para producir aso- 
ciaciones altamente estables y específicas entre las diferentes partes de una 
molécula grande o entre las diferentes macromoléculas. Las interacciones 
proteína-proteína y proteína-ácido nucleico son buenos ejemplos de inte- 
racciones no covalentes. A continuación, se repasan los cuatro principales 
tipos de interacciones no covalentes y luego se considerarán sus funciones 
en la unión de biomoléculas entre sí y a otras moléculas. 


Las interacciones iónicas son atracciones 
entre iones de cargas opuestas 


Las interacciones iónicas son el resultado de la atracción de un ion car- 
gado de forma positiva, un catión, por un ion cargado de forma nega- 
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tiva, un anión. En el cloruro de sodio (NaCl), por ejemplo, el electrón 
de enlace aportado por el átomo de sodio es transferido por completo 
al átomo de cloro (Fig. 2-74). A diferencia de los enlaces covalentes, las 
interacciones iónicas no tienen orientaciones geométricas específicas 
o fijas debido al campo electrostático que rodea a un ion —su atrac- 
ción por una carga opuesta— es uniforme en todas las direcciones. En el 
NaCl sólido, los iones con cargas opuestas se empaquetan fuertemente 
en un patrón alternativo, que forma la matriz cristalina altamente or- 
denada típica de los cristales de sal (Fig. 2-7b). La energía necesaria 
para romper una interacción iónica depende de la distancia entre los 
iones y de las propiedades eléctricas del ambiente de los iones. 

Cuando las sales se disuelven en agua, los jones se separan unos de 
otros y se estabilizan por sus interacciones con las moléculas de agua. En 
soluciones acuosas, los iones simples de significancia biológica, como el 
Na*, K*, Ca?*, Mg?* y CI, están hidratados, rodeados por una cubierta 
estable de moléculas de agua que se mantienen en su lugar mediante las 
interacciones entre el ion central y los extremos de carga opuesta del di- 
polo de agua (Fig. 2-7c). La mayoría de los compuestos iónicos se disuel- 
ve rápidamente en agua debido a que la energía de hidratación —la ener- 
gía liberada cuando los iones fuertemente unidos a las moléculas de agua 
se diseminan en una solución acuosa— es mayor que la energía reticular 
que estabiliza la estructura de cristal. Parte o la totalidad de la cubierta de 
hidratación acuosa debe ser eliminada de los iones cuando estos interac- 
túan con las proteínas. Por ejemplo, el agua de la hidratación se pierde 
cuando los iones pasan a través de los poros formados por proteínas en 
la membrana celular durante la conducción nerviosa. 

La fuerza relativa de la interacción entre dos ¡ones de carga opuesta, 
A” y C*, depende de la concentración de otros iones en la solución. A 
mayor concentración de otros iones (p. ej., Na* y Cl), más oportuni- 
dades tienen A” y C* de interactuar de forma iónica con estos otros 
iones; y, por ende, la energía que se necesita para romper la interacción 
entre A” y C* es menor. Como resultado, el incremento de la concen- 
tración de sales como NaCl en una solución de moléculas biológicas 
puede debilitar, e incluso interrumpir, las interacciones iónicas que 
mantienen unidas a estas biomoléculas. 


Los enlaces de hidrógeno son interacciones 
no covalentes que determinan la solubilidad 
en agua de moléculas sin carga 


Un enlace de hidrógeno es la interacción de un átomo de hidrógeno 
con una carga parcial positiva en un dipolo molecular, como el agua, 
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FIGURA 2-7 Interacciones electrostáticas de iones de carga opuesta de 
sal (NaCl) en cristales y en solución acuosa. (a) En la sal de mesa cristalina, 
los átomos de sodio son iones cargados positivamente (Na*) debido a la pérdida 
de un electrón en cada uno, mientras que los átomos de cloro están cargados 
negativamente (Cl-) al ganar un electrón cada uno. (b) En la forma sólida, los 
compuestos iónicos forman una disposición netamente ordenada, o cristales, de 
¡ones estrechamente empaquetados, en los cuales los iones cargados positiva 


con electrones desapareados de otro átomo, ya sea en la misma molécu- 
la o en una diferente. Normalmente, un átomo de hidrógeno forma un 
enlace covalente con un solo átomo diferente. Sin embargo, un átomo 
de hidrógeno unido de forma covalente a un átomo electronegativo 
donador D puede formar una asociación débil adicional, el enlace de 
hidrógeno, con un átomo aceptor A, que debe tener un par de electro- 
nes no enlazantes disponibles para la interacción. 


p?-—H*+ na : AS- = p3-— 


Enlace de hidrógeno 


La longitud del enlace D-H es apenas mayor de lo que sería si no hu- 
biera enlace de hidrógeno, debido a que el aceptor “tira” del hidrógeno 
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y negativamente se compensan unos con otros. (c) Cuando los cristales se disuel- 
ven en agua, los ¡ones se separan y sus cargas, ya no compensadas por los iones 
de carga opuesta inmediatamente adyacentes, se estabilizan mediante interac- 
ciones con el agua polar. Las moléculas de agua y los iones se mantienen juntos 
por interacciones electrostáticas entre las cargas sobre el jon y las cargas parciales 
sobre los átomos de oxígeno e hidrógeno del agua. En solución acuosa, todos los 
iones están rodeados por una capa de hidratación de moléculas de agua. 


y lo aleja del donador. Una característica importante de todos los enla- 
ces de hidrógeno es la direccionalidad. En los enlaces de hidrógeno más 
fuertes, el átomo donador, el átomo de hidrógeno y el átomo aceptor se 
encuentran en la misma línea. Los enlaces de hidrógeno no lineales son 
más débiles que los lineales; incluso así, los múltiples enlaces de hidró- 
geno no lineales ayudan a estabilizar las estructuras tridimensionales 
de muchas proteínas. 

Los enlaces de hidrógeno son más largos y más débiles que los en- 
laces covalentes entre los mismos átomos. En el agua, por ejemplo, la 
distancia entre los núcleos de los átomos de hidrógeno y de oxígeno ad- 
yacentes, en las moléculas con enlaces de hidrógeno, es alrededor de 0,27 
nm, casi el doble de longitud que los enlaces covalentes O—H dentro 
de una única molécula de agua (Fig. 2-8a). La fuerza de un enlace de 
hidrógeno entre moléculas de agua (aproximadamente, 5 kcal/mol) es 
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FIGURA 2-8 Enlace de hidrógeno del agua consigo mismo y con otros 
compuestos. Cada par de electrones externos no enlazantes en un átomo de 
oxígeno o de nitrógeno puede aceptar un átomo de hidrogeno en un enlace 
de hidrogeno. Los grupos hidroxilos y amino también pueden formar enlaces 
de hidrógeno con el agua. (a) En el agua líquida, Cada molécula de agua forma 
enlaces de hidrógeno transitorios con varias Otras, y crean así una red dinámica 


de moléculas unidas al hidrógeno. (b) El agua también puede formar enlaces 
de hidrógeno con los alcoholes y las aminas, y dar cuenta de la alta solubilidad 
de estos compuestos. (c) El grupo peptídico y el grupo éster, que están presen- 
tes en muchas biomoléculas, suelen participar en enlaces de hidrógeno con el 
agua o con grupos polares en otras moléculas. 


29 


2.1 Enlaces covalentes e interacciones no covalentes 


FIGURA 2-9 Distribución de los electrones enlazantes y no enlazantes 
en el grupo peptídico. Aquí se muestra un enlace peptídico que une dos 
aminoácidos dentro de una proteína llamada "crambina” Ninguna proteína ha 
sido caracterizada estructuralmente a tan alta resolución como la crambina 
Las líneas negras representan los enlaces covalentes entre átomos. Las líneas 
de color rojo (negativas) y azul (positivas) representan los contornos de cargas 
determinadas mediante cristalografía de rayos X y métodos computacionales 
A mayor número de líneas de contorno, mayor es la carga. La alta densidad de 
las líneas de contorno rojo entre los átomos representa a los enlaces covalen- 
tes (pares de electrones compartidos). Los dos grupos de líneas de contorno 
rojo que emanan desde el oxígeno (O) y no caen sobre un enlace covalente 
(línea negra) representan los dos pares de electrones no enlazantes sobre el 
oxígeno que están disponibles para participar en enlaces de hidrogeno. La 
alta densidad de las líneas de contorno azul cerca del hidrógeno (H) unido al 
nitrógeno (N) representa una carga parcial positiva, e indica que este H puede 


actuar como donante del enlace de hidrógeno. (De C. Kesch y cols. 2000, Proc Nat | Acad 
Sci. USA 97:3171. Cortesía de M. M Teeter] 


mucho más débil que un enlace covalente O—H (alrededor de 110 kcal/ 
mol), aunque es mayor que para muchos otros enlaces de hidrógeno en 
las moléculas biológicas (1-2 kcal/mol). El extenso enlace de hidrógeno 
intermolecular entre moléculas de agua es responsable de muchas de sus 
propiedades clave, que incluyen sus inusualmente elevados puntos de fu- 
sión y ebullición, y su capacidad para disolver muchas otras moléculas. 

La solubilidad de sustancias sin cargas en un entorno acuoso de- 
pende en gran medida de su capacidad para formar enlaces de hidró- 
geno con el agua. Por ejemplo, el grupo hidroxilo (—.OH) en un alco- 
hol (XCH,0H) y el grupo amino (—-NH,) en las aminas (XCH,NH)) 
pueden formar varios enlaces de hidrógeno con el agua, los cuales 
permiten que estas moléculas se disuelvan en agua a altas concen- 
traciones (Fig. 2-8b). En general, las moléculas con enlaces polares 
que fácilmente forman enlaces de hidrógeno con agua, y también con 
moléculas e iones cargados que interactúan con el dipolo del agua, 
pueden disolverse rápidamente en agua; es decir, son hidrófilas. Mu- 
chas moléculas biológicas contienen, además de los grupos hidroxilo 
y amino, péptidos y grupos ésteres que forman enlaces de hidróge- 
no con el agua mediante otro tipo de electrones no enlazantes sobre 
los oxígeno de sus carbonilos (Fig. 2-8c). La cristalografía de rayos X 
combinada con el análisis computacional permite una representación 
precisa de la distribución de los electrones no enlazantes más exter- 
nos de átomos y también de los electrones en los enlaces covalentes, 
como se ilustra en la Figura 2-9, 


Las interacciones de van der Waals son de atracción 
débil y causadas por dipolos transitorios 


Cuando dos átomos cualesquiera se acercan mucho, crean una fuerza 
de atracción débil no específica que se denomina interacción de van 
der Waals. Estas interacciones no específicas son el resultado de fluc- 
tuaciones aleatorias momentáneas en la distribución de los electrones 
de cualquier átomo, lo cual da origen a una distribución transitoria 
desigual de electrones. Si dos átomos unidos por un enlace no covalen- 
te están lo suficientemente cerca, los electrones de un átomo pertur- 
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EI) | noenlazantes 


barán los electrones del otro. Estas perturbaciones generan un dipolo 
transitorio en el segundo átomo, y los dos dipolos se atraerán entre sí 
débilmente (Fig. 2-10). Similarmente, un enlace covalente polar en una 
molécula atraerá un dipolo con orientación opuesta en otro. 

Las interacciones de van der Waals involucran dipolos eléctricos, 
inducidos ya sea de forma transitoria o permanente, se producen en to- 
dos los tipos de moléculas, tanto polares como no polares. En particu- 
lar, las interacciones de van der Waals son responsables de la cohesión 
entre moléculas no polares como el heptano, CH,—(CH,);—CH,, que 


— + 
Radio Radio de 
covalente van der Waals 
(0,062 nm) (0,14 nm) 


FIGURA 2-10 Dos moléculas de oxígeno en el contacto de van der 
Waals. En este modelo, el color rojo indica carga negativa y el azul indica carga 
positiva. Los dipolos transitorios en las nubes electrónicas de todos los átomos 
dan origen a las fuerzas de atracción débiles, llamadas “interacciones de van 
der Waals”. Cada tipo de átomo tiene un radio de van der Waals característico al 
cual las interacciones de van der Waals con otros átomos son óptimas. Debido 
a que los átomos se repelen unos con otros si están lo suficientemente cerca 
para que sus electrones más externos se superpongan sin ser compartidos en 
un enlace covalente, el radio de van der Waals es una medida del tamaño de 

la nube electrónica que rodea al átomo. El radio covalente indicado aquí es 
para el enlace doble O=0); el radio del enlace covalente simple del oxígeno es 
ligeramente más largo. 
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ancia; por lo tanto, estas interacciones 
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tante cerca unos de otros. Sin embargo, si los átomos se acercan dema- 
siado, las cargas negativas de sus electrones crean una 
Cuando la atracción de van der Waals entre dos átomos equilibra exac- 
tamente la repulsión entre sus dos nubes de electrones, se dice que los 
átomos están “en contacto van der Waals” La fuerza de la interacción de 
van der Waals es de alrededor de 1 kcal/mol, más débil que los enlaces 


de hidrógeno típicos y solo levemente mayor que la energía térmica 
promedio de las moléculas a 25 


nes de van der Waals, una inter 


stán lo bas- 


fuerza repulsiva. 


*C. Por lo tanto, múltiples interaccio- 
acción de van der Waals junto con otras 
interacciones no covalentes, o ambas, son necesarias para formar atrac- 
ciones estables dentro y entre las moléculas. 


El efecto hidrófobo hace que las moléculas 
no polares se adhieran entre sí 


Debido a que las moléculas no polares no contienen grupos cargados, 
no poseen un momento dipolar, ni se hidratan, son insolubles o casi 
insolubles en agua; es decir, son hidrófobas. Los enlaces covalentes entre 
dos átomos de carbono y entre los átomos de hidrógeno y carbono son 
los enlaces no polares más comunes en los sistemas biológicos. Los hi- 
drocarbonos —moléculas formadas solo de carbono e hidrógeno— son 
virtualmente insolubles en agua. Los triacilgliceroles grandes (también 
conocidos como “triglicéridos”), que forman parte de las grasas anima- 
les y de los aceites vegetales, también son insolubles en agua. Como se 
verá más adelante, la parte principal de estas moléculas consiste en cade- 
nas hidrocarbonadas largas. Después de agitarlos en agua, los triacilgli- 
ceroles forman una fase separada. Un ejemplo familiar es la separación 
del aceite y el vinagre con base acuosa en un aderezo para ensalada. 

Las moléculas no polares y las partes no polares de las moléculas 
tienden a agregarse en agua porque obedecen al fenómeno llamado 
efecto hidrófobo. Debido a que las moléculas de agua no pueden for- 
mar enlaces de hidrógeno con sustancias no polares, tienden a formar 
“jaulas” relativamente rígidas de pentágonos y hexágonos unidos por 
enlaces de hidrógeno alrededor de las moléculas no polares (Fig. 2-11, 
izquierda). El estado es energéticamente desfavorable debido a que 
disminuye la entropía, o aleatoriedad, de la población de moléculas 
de agua. (El papel de la entropía en los sistemas químicos se analiza 
en la Sección 2.4). Si las moléculas no polares en un ambiente acuoso 
se agregan con sus superficies hidrófobas enfrentadas unas con otras, 
se reduce la superficie hidrófoba expuesta al agua (Fig. 2-1 1, derecha). 
En consecuencia, se necesita menos agua para formar las jaulas alre- 
dedor de las moléculas no polares, aumenta la entropía en relación 
con el estado sin agregación, y Se alcanza un estado menos favorable 
de energía. En cierto sentido, entonces, el agua aprieta las moléculas 
no polares hacia la formación espontánea de agregados. En lugar de 
constituir una fuerza de atracción, como en los enlaces de hidrógeno, 
el efecto hidrófobo es la consecuencia de evitar un estado inestable, es 
decir, de evitar las amplias jaulas de agua alrededor de las moléculas 
No polares individuales. 

Las moléculas no polares también se pueden asociar, aunque débil- 
mente, a través de las interacciones de van der Waals. El resultado neto 
del efecto hidrófobo y de las interacciones de van der Waals es una ten- 
dencia muy poderosa a que las moléculas hidrófobas interactúen entre 
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FIGURA 2-11 Descripción esquemática del efecto hidrófobo. Las jaulas de 
moléculas de agua que se forman alrededor de las moléculas no polares en so- 
lución son más ordenadas que las moléculas de agua formadas en el líquido de 
los alrededores. La agregación de las moléculas no polares reduce la cantidad de 
moléculas de agua involucradas en las jaulas altamente ordenadas, y da como 
resultado una mayor entropía, un estado más favorable desde el punto de vista 
energético (derecha), en comparación con el estado sin agregación (izquierda). 


sí, no con el agua. En pocas palabras, lo igual disuelve lo igual. Las mo- 
léculas polares se disuelven en solventes polares, como el agua; las mo- 
léculas no polares se disuelven en solventes no polares, como el hexano. 


Una molécula hidrófoba bien conocida es el colesterol (véase la 

estructura en la Sección 2.2). El colesterol, y también los triglicé- 
ridos y otras moléculas pobremente solubles en agua, se denominan 
“lípidos”. A diferencia de las moléculas hidrófilas, como la glucosa o los 
aminoácidos, los lípidos no pueden disolverse rápidamente en la san- 
gre, que es un sistema circulatorio acuoso para el transporte de las mo- 
léculas y de las células a través del cuerpo. En su lugar, los lípidos como 
el colesterol deben ser empaquetados en transportadores hidrófilos que 
se pueden disolver en la sangre y ser transportados a través de todo el 
cuerpo. Puede haber cientos de miles de lípidos empaquetados en el 
centro de cada transportador. El centro hidrófobo está rodeado por 
moléculas anfipáticas que tienen partes hidrófilas que interactúan con 
el agua y partes hidrófobas que interactúan entre sí y con el centro. El 
empaquetamiento de estos lípidos en transportadores especiales, deno- 
minados “lipoproteínas” (se analizan en el Cap. 14), permite su trans- 
porte eficiente en la sangre y evoca a los contenedores de carga para el 
transporte eficiente de larga distancia en barcos de carga, trenes y ca- 
miones. La lipoproteína de alta densidad (HDL) y la lipoproteína de 
baja densidad (LDL) son dos transportadores de lipoproteínas que es- 
tán asociados con una disminución o un incremento de enfermedad 
cardíaca, respectivamente, y, por lo tanto, suelen llamárselos colesterol 
“bueno” y “malo”. En la actualidad, las moléculas de colesterol y sus 
derivados que son transportados tanto por la HDL como por la LDL 
son esencialmente idénticas y, en sí mismas, ni “buenas” ni “malas”. Sin 
embargo, la HDL y la LDL tienen diferentes efectos en la célula: la LDL 
contribuye al taponamiento de las arterias (conocido como aterosclero- 
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sis), a las correspondientes enfermedades cardíacas y al accidente cere- 
brovascular, mientras que la HDL protege contra esta enfermedad. Por 
lo tanto, se conoce la LDL como el “colesterol malo”. 


La complementariedad molecular, debido a las 
interacciones no covalentes, conduce a un ajuste 
del tipo llave y cerradura entre las biomoléculas 


Tanto dentro como fuera de las células, los iones y moléculas cons- 
tantemente colisionan. Cuanto mayor es la concentración de cual- 
quiera de dos tipos de moléculas, mayor es la probabilidad de que se 
encuentren entre sí. Cuando dos moléculas se encuentran una con 
otra, lo más probable es que reboten una contra la otra debido a que 
las interacciones no covalentes que las mantienen unidas son débiles 
y tienen existencia transitoria a temperaturas fisiológicas. Sin embar- 
go, las moléculas que exhiben complementariedad molecular —una 
clase de ajuste del tipo llave y cerradura— entre sus formas, cargas u 
otras propiedades físicas pueden formar múltiples interacciones no 
covalentes a corta distancia. Cuando dos tales moléculas con comple- 
mentariedad estructural chocan entre sí, estas múltiples interacciones 
provocan que se mantengan juntas, o unidas. 

En la Figura 2-12, se ilustra cómo múltiples interacciones débiles 
diferentes pueden producir que dos moléculas se unan fuertemente. 
Casi cualquier otro reordenamiento de los mismos grupos en dos su- 
perficies no permitirá que las moléculas se unan así tan fuertemente. 
Tal complementariedad molecular entre regiones dentro de una mo- 
lécula de proteína le permite plegarse en una forma tridimensional 
única (véase el Cap. 3); también es lo que mantiene juntas a las dos 
cadenas de DNA en la doble hélice (véase el Cap. 4). Otras interac- 
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FIGURA 2-12 La complementariedad molecular permite un enlace 
fuerte de proteínas a través de múltiples interacciones no covalentes. 
La complementariedad de las formas, las cargas, la polaridad y la adehotx: 
dad de dos superficies proteicas permiten múltiples interacciones détme=, lar. 
Cuales, en combinación, producen una interacción fuerte y una unión estrecha 
Debido a las derivaciones de la complernentariedad molecular que detalitar 
sustancialmente la unión, una región de superficie particular de cuaicuier 
biomolécula dada por lo general puede unirse fuertemente a solo una e una 
cantidad muy limitada de otras moléculas. La complementariedad de des, 
moléculas de proteínas a la izquierda les permite unirse mucho más estrechia- 
mente que las dos proteínas no complementarias de la derecha. 
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ciones similares subyacen en la asociación de grupos de moléculas en 
ensamblados multimoleculares, o complejos, que llevan, por ejemplo, 
a la formación de las fibras moleculares, a las asociaciones del tipo 
pegamento entre las células en los tejidos sólidos, así como para otras 
numerosas estructuras celulares. 

Sobre la base del número y de la fuerza de las interacciones no co- 
valentes entre las dos moléculas y de su entorno, sus uniones pueden 
ser ajustadas o laxas, y, en consecuencia, de larga duración o transi- 
torias. Cuanto mayor es la afinidad de dos moléculas para cada una, 
mejor será el “ajuste” entre ellas; cuantas más interacciones no co- 
valentes puedan formar, más apretadas se podrán unir entre sí. Una 
medida cuantitativa importante de la afinidad es la constante de di- 
sociación de unión K,, que se describe más adelante. 

Como se analiza en el Capítulo 3, casi todas las reacciones quí- 
micas que se producen en las células dependen de las propiedades de 
unión de las enzimas. Estas proteínas no solo aceleran, o catalizan, las 
reacciones, sino que también lo hacen a un elevado grado de especifi- 
cidad: un reflejo de su capacidad de unión fuertemente a solo una o a 
unas pocas moléculas relacionadas. La especificidad de interacciones 
y reacciones, las cuales dependen de la complementariedad molecu- 
lar, es esencial para muchos procesos cruciales de la vida. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 2.1 


Enlaces covalentes e interacciones no covalentes 


* Los enlaces covalentes consisten en pares de electrones compartidos 
por dos átomos. Los enlaces covalentes reordenan los átomos de una 
molécula en una geometría específica. 


* Los enlaces covalentes son estables en los sistemas biológicos debido a 
que las energías relativamente elevadas necesarias para romperlos (50-200 
kcal/mol) son mucho más grandes que la energía cinética térmica dispo- 
nible a temperatura ambiente (25 %C) o a temperatura corporal (37 “C). 


* Muchas moléculas en las células contienen al menos un átomo de 
carbono asimétrico, que está unido a cuatro átomos disimiles. Tales 
moléculas pueden existir como isómeros ópticos (imágenes especula- 
res), designadas como > y L (véase la li; > 4), que tienen actividades 
biológicas diferentes. En sistemas biológicos, casi todos los azúcares 
son isómeros b, mientras cási todos los aminoácidos son ¡sómeros L 


* Los electrones pueden compartitse por igual o de manera desigual en 
los enlaces covalentes. Los átomos que hiheren en electronegatividad for- 


man enlaces covalentes polares, en los cuales los electrones se distribuyen 
de manera desigual. Un extremo del enlace polar tene una carga parcial 
positiva y el otro extremo ene una carga parcial negativa (big, 205). 


+ Las interacciones no covalentes entre los átomos son considerable- 
mente más débiles que los enlaces covalentes, con energías que varían 
entre 1-5 kcal/mol (véase la li: 21; 


* En los sistemas biológicos, existen cuatro tipos principales de interac- 
ciones no covalentes: enlaces iómicos, enlaces de hidrógeno, interaccio- 
nes de van der Waais e interacciones debido al efecto hidrófobo, 


* Los enlaces ¡ómicos se producen a partir de la atracción electrostá- 
tica entre las cargas positivas y negativas de los iones. En soluciones 


Tio - 


acuosas, todos los cationes y los aniones están rodeados por una capa 


a big. 2-7c). El aumento de la 
, | de una solución puede debilitar 
la fuerza relativa e incluso romper los enlace 
léculas. 


de moléculas de agua unidas (véase | 
concentración salina (p. ej., NaCl) 


s lónicos entre biomo- 


* En un enlace de hidrógeno, un 


átomo de hidrogeno que está unido de 
forma covalente a un 


átomo electronegativo asociado con un átomo acep- 
tor cuyos electrones no enlazantes atraen el hidrógeno (véase la Fig. 2-8). 


* Las interacciones de van der Waals débiles y relativamente inespecíficas 
se producen a partir de la atracción entre dipolos transitorios asociados 


con todas las moléculas. Estas interacciones se forman cuando dos átomos 
se aproximan mucho mutuamente (véase la Fia. 2-10). 


* En un entorno acuoso, las moléculas no polares o las partes no polares 
de moléculas grandes son conducidas por el efecto hidrófobo, y redu- 


cen así la extensión de su contacto directo con las moléculas de agua 
(véase la Fig. 2-11). 


* La complementariedad molecular es un ajuste del tipo llave y cerra- 
dura entre las moléculas cuyas formas, cargas y otras propiedades fí- 
sicas son complementarias. Las múltiples interacciones no covalentes 
se pueden formar entre las moléculas complementarias, en las cuales 
se produce una unión muy estrecha (véase la Fig. 2-12), pero no entre 
moléculas que no son complementarias. 


* El alto grado de especificidad de unión que resulta de la complemen- 
tariedad molecular es una de las características que subyace en las inte- 
racciones intermoleculares en biología y, por lo tanto, es esencial para 
muchos procesos cruciales de la vida. 


2.2 Unidades monoméricas químicas de las células 


Un tema común en biología es la construcción de macromoléculas 
grandes y de estructuras macromoleculares a partir de subunidades 
moleculares más pequeñas. Con frecuencia, estas subunidades son 
similares o idénticas. Las tres principales clases de macromoléculas 
biológicas —proteínas, ácidos nucleicos y polisacáridos— son polí- 
meros que están compuestos por múltiples unidades monoméricas, 
o monómeros, conectadas por uniones covalentes (Fig. 2-13). Las 
proteínas son polímeros lineales que contienen alrededor de 10 a va- 
rios miles de aminoácidos unidos por enlaces peptídicos. Los ácidos 
nucleicos son polímeros lineales que contienen cientos de millones de 
nucleótidos conectados por enlaces fosfodiéster. Los polisacáridos 
son polímeros lineales o ramificados de monosacáridos (azúcares) 
que se unen mediante enlaces glucosídicos, como la glucosa. Aunque 
los mecanismos reales de formación de enlaces covalentes entre mo- 
nómeros son complejos (se analizarán más adelante), la formación de 
un enlace covalente entre dos moléculas de monómero suele involu- 
crar las pérdidas netas de un hidrógeno (H) desde un monómero, y 
de un hidroxilo (OH) desde el otro monómero —o las pérdidas netas 
de una molécula de agua— y puede, por lo tanto, pensarse como una 
reacción de deshidratación. La ruptura, o escisión, de este enlace en el 
polímero que libera una subunidad monomérica involucra la reac- 
ción inversa o la adición del agua, llamada hidrólisis. Estos enlaces que 


conectan los monómeros son normalmente estables en condiciones 
biológicas normales (p. ej., 37 *C, pH neutro), y, por lo tanto, estos 
biopolímeros son estables y pueden llevar a cabo una amplia variedad 
de tareas en las células, como almacenar información, catalizar reac- 
ciones químicas, servir como elementos estructurales en la definición 
de la forma y movimiento celular y muchas otras. 

Las estructuras macromoleculares también pueden ensamblarse y 
usar interacciones no covalentes. La estructura de “bicapa” de las mem- 
branas celulares se construye mediante el ensamblado de muchos miles 
de pequeñas moléculas denominadas “fosfolípidos” (véase la Fig. 2-13). 
En este capítulo, nos centramos en las unidades monoméricas quími- 
cas que constituyen las células aminoácidos, nucleótidos, azúcares y 
fosfolípidos—. La estructura, la función y el ensamblado de proteínas, 
ácidos nucleicos, polisacáridos y biomembranas se analizan en los si- 
guientes capítulos. 


Los aminoácidos que componen las proteínas 
solo difieren en sus cadenas laterales 


Las unidades monoméricas de las proteínas son los 20 aminoácidos, 
que, cuando se incorporan en un polímero de proteína, se los de- 
nomina residuos. Todos los aminoácidos tienen una estructura ca- 
racterística que consiste en un átomo de carbono alfa central (C,) 
unido a cuatro grupos químicos diferentes: un grupo amino (NH), 
un carboxilo o ácido carboxílico (COOH) (por ende, el nombre de 
amino ácido), un átomo de hidrógeno (H) y un grupo variable, lla- 
mado cadena lateral o grupo R. Debido a que el carbono A en todos 
los aminoácidos, excepto en la glicina, es asimétrico, estas moléculas 
pueden existir en dos formas, que son imágenes especulares que por 
convención, se denominan isómeros D (dextro) y L (levo) (véase la 
Fig. 2-4). Los dos isómeros no pueden convertirse o sustituirse uno 
en el otro sin romper y volver a formar un enlace químico en uno de 
ellos. Con excepciones raras, solo los aminoácidos con la forma L se 
encuentran en las proteínas. Sin embargo, los aminoácidos D preva- 
lecen en las paredes bacterianas y en otros productos microbianos. 


Para comprender las estructuras tridimensionales y las funciones 
de las proteínas, analizadas en detalle en el Capítulo 3, hay que estar 
familiarizado con algunas de las propiedades distintivas de los ami- 
noácidos, que están determinadas, en parte, por sus cadenas laterales. 
No es necesario memorizar en detalle la estructura de cada tipo de ca- 
dena lateral para comprender cómo las proteínas funcionan, debido a 
que los aminoácidos se pueden clasificar en diversas categorías sobre 
la base de su tamaño, forma, carga, hidrofobicidad (una medida de 
la solubilidad en agua) y reactividad química de las cadenas laterales 
(Fig. 2-14). Sin embargo, se debe estar familiarizado con las propie- 
dades generales de cada categoría. 

Los aminoácidos con cadenas laterales no polares se denominan 
“hidrófobos” y son poco solubles en agua. A mayor tamaño de la 
cadena lateral no polar, más hidrófobo es el aminoácido. Las cadenas 
laterales de la alanina, valina, leucina e isoleucina son hidrocarbonos 
lincales o ramificados que no forman un anillo y, por lo tanto, se de- 
nominan “aminoácidos alifáticos”. Estos aminoácidos son todos no 
polares, como lo es la metionina, que es similar, excepto que contiene 
un átomo de azufre. La fenilalanina, la tirosina y el triptófano tienen 
anillos aromáticos grandes e hidrófobos en sus cadenas laterales. 
En los últimos capítulos, se analizará en detalle cómo las cadenas 
laterales hidrófobas bajo la influencia del efecto hidrófobo suelen 
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FIGURA 2-13 Panorama general de las principales unidades monoméri- 
cas químicas de la célula. (Arriba) Los tres principales tipos de macromoléculas 
biológicas se ensamblan por polimerización de múltiples moléculas pequeñas 
(monómeros) de un tipo particular: proteínas de los aminoácidos (véase el Cap. 
3), ácidos nudeicos a partir de nucleótidos (véase el Cap. 4), y polisacáridos a 


empaquetarse en el interior de las proteínas o revestir la superficie 
de proteínas que están embebidas dentro de regiones hidrófobas de 
las biomembranas. 

Los aminoácidos con cadenas laterales polares se denominan 
“hidrófilos”; el más hidrófilo de estos aminoácidos es el subgrupo 
de los aminoácidos con cadenas laterales que están cargadas (ioniza- 
das) al pH típico de los líquidos biológicos (-7), tanto dentro como 
fuera de la célula (véase la Sección 2.3). La arginina y la lisina tienen 
cadenas laterales cargadas positivamente, y se dice que son “aminoá- 
cidos básicos”; el ácido aspártico y el ácido glutámico tienen cadenas 
laterales cargadas negativamente (sus formas cargadas se denominan 
aspartato y glutamato) y se denominan “acídicos”. Un quinto ami- 
noácido, la histidina, tiene una cadena lateral que contiene un anillo 


34 CAPÍTULO 2 » Fundamentos químicos 


POLÍMEROS 


TA A 
| 
H=-N—=C—CE TN C—CTN—C—CTN—C—C—OH 
1 | ¡ 
BM/i Ro Rao, 4 
Enlace peptídico 
Polipéptido 


Enlace fosfodiéster 


B; B) 
10) O 0) 
Il 3 NI | 3" 
Ho-P=0-4 Solp-04 NO-p-0— NOR 
o (0) o” 


Ácido nucleico 


Enlace glucosídico 


AA Ñ HO 0H 1 
HO OH oH O 


Polisacárido 


A 


Bicapa fosfolipídica 


partir de monosacáridos (azúcares). Cada monómero se une de forma covalente 
al polímero mediante una reacción cuyo resultado neto es la pérdida de una 
molécula de agua (deshidratación). (Abajo) Por el contrario, los monómeros de 
fosfolípidos se ensamblan de forma no covalente a la estructura de bicapa, que 
forma las bases de todas las membranas celulares (véase el Cap. 10). 


con dos nitrógenos, llamado “imidazol”, que puede cambiar de estar 
cargado positivamente a no estar cargado según los pequeños cam- 
bios en la acidez de su ambiente: 


CH, CH 
[yA [yA 
N CON 
l C—H | C—H 
E E 
H/ NH m/ N 
pH 5,8 pH 7,8 


Las actividades de muchas proteínas están moduladas por cambios en la aci- 
dez ambiental (pH) a través de la protonación o desprotonación de las cade- 
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nas laterales de la histidina. La asparagina y la glutamina no están cargadas, 
pero tienen cadenas laterales polares que contienen grupos amida con gran 
capacidad de formar enlaces de hidrógeno. De manera similar, la serina y la 
treonina están descargadas, pero tienen grupos hidroxilos polares, que tam- 
bién participan en enlaces de hidrógeno con otras moléculas polares. 

Por último, la cisteína, la glicina y la prolina exhiben funciones espe- 
ciales en las proteínas debido a las propiedades únicas de sus cadenas late- 
rales. La cadena lateral de la cisteína contiene un grupo sulfhidrilo reactivo 
(—SH). Con la liberación de un protón (H*), un sulfhidrilo es convertido 
o transformado en un anión tiolato (S”). Los aniones tiolatos pueden cum- 
plir funciones importantes en la catálisis, notablemente en ciertas enzimas 
que destruyen proteínas (proteasas). En las proteínas, cada uno de los dos 
grupos sulfhidrilos adyacentes puede ser oxidado, y cada uno libera un pro- 
tón y un electrón para formar un enlace disulfuro covalente (—S—S—): 
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FIGURA 2-14 Los 20 aminoácidos comunes que constituyen las proteí- 
nas. La cadena lateral (grupo R; rojo) determina las propiedades características 
de cada aminoácido y son la base para el agrupamiento de los aminoácidos 

en tres categorías: hidrófobos, hidrófilos y especiales. Se muestran las formas 
¡onizadas que existen a pH (= 7) en el citosol Las abreviaturas de tres letras y de 
una letra para cada aminoácido se presentan entre paréntesis. 
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Los enlaces disulfuro sirven para “entrecruzar” regiones dentro de una 
única cadena polipeptídica (intramolecular) o entre dos cadenas sepa- 
radas (intermolecular). Los enlaces disulfuro estabilizan la estructura 
plegada de algunas proteínas. 

El aminoácido más pequeño, la glicina, tiene un único átomo de hi- 
drógeno, como su grupo R. Es el de menor tamaño, por lo que permite 
adaptarse a espacios estrechos. 

A diferencia de otros aminoácidos comunes, la cadena lateral de la 
prolina se dobla y forma un anillo unido por enlace covalente a un áto- 
mo de nitrógeno en el grupo amino adherido al Cy. Como resultado, la 
prolina es muy rígida y el grupo amino no está disponible para enlaces 
de hidrógeno típicos. La presencia de prolina en una proteína crea una 
angulación fija en la cadena del polímero, que limita el modo en que se 
puede plegar en la región del residuo de prolina. 

Algunos aminoácidos son más abundantes en proteínas que otros. 
La cisteína, el triptófano y la metionina no son aminoácidos comu- 
nes: juntos constituyen aproximadamente el 5% de los aminoácidos 
en una proteína típica. Cuatro aminoácidos —leucina, serina, lisina y 
ácido glutámico— son los más abundantes y totalizan el 32% de to- 
dos los residuos de aminoácido en una proteína típica. Sin embargo, la 
composición aminoacídica de las proteínas puede variar ampliamente 


respecto de estos valores. 


a Los seres humanos y otros mamíferos pueden sintetizar 11 de los 
20 aminoácidos. Los otros nueve se denominan aminoácidos 
esenciales y deben incluirse en la dieta para permitir la producción nor- 
mal de proteínas . Estos son fenilalanina, valina, treonina, triptófano, 
isoleucina, metionina, leucina, lisina e histidina. La provisión adecuada 
de estos aminoácidos esenciales en la alimentación es clave para la in- 
dustria ganadera. En efecto, en la actualidad se utiliza un maíz modifi- 
cado genéticamente con un alto contenido de lisina como un alimento 
“mejorado” para promover el crecimiento de los animales. M 


Aunque las células utilizan los 20 aminoácidos mostrados en la Figura 
2-14 en la síntesis inicial de proteínas, el análisis de las proteínas celulares 
revela que contienen más de 100 aminoácidos diferentes. La diferencia se 
debe a las modificaciones químicas de algunos aminoácidos después de 
que son incorporados a la proteína mediante la adición de grupos acetilos 
(CH,CO) y de una variedad de otros grupos químicos (Fig. 2-15). Una 
modificación importante es la adición de un fosfato (PO,) a los grupos 
hidroxilos en los residuos de serina, treonina y tirosina, un proceso co- 
nocido como “fosforilación”. En las proteínas, se encontrarán numerosos 
ejemplos cuya actividad está regulada por la fosforilación y desfosforila- 
ción reversible. La fosforilación del nitrógeno en la cadena lateral de la 
histidina es bien conocida en las bacterias, hongos y plantas, pero menos 
estudiada —tal vez debido a la relativa inestabilidad de la histidina fosfori- 
lada— y aparentemente infrecuente en los mamíferos. 

Las cadenas laterales de la asparagina, serina y treonina son sitios 
para la glucosilación: la adhesión de cadenas de hidratos de carbono li- 
neales y ramificados. Muchas proteínas secretadas y de membrana con- 
tienen residuos glucosilados, y la modificación reversible de los grupos 
hidroxilos en serinas y treoninas específicas por parte de un azúcar 
llamado N-acetilglucosamina también regula las actividades proteicas. 
Otras modificaciones de aminoácido encontradas en proteínas selec- 
cionadas incluyen la hidroxilación de residuos de prolina y lisina en el 
colágeno (véase el Cap. 19), la metilación de los residuos de histidina 
en los receptores de membrana, y la y carboxilación del glutamato en 
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FIGURA 2-15 Las modificaciones comunes de las cadenas laterales de 
aminoácidos en las proteínas. Estos residuos modificados, y muchos otros, se 
forman por la adición de varios grupos químicos (rojo) a las cadenas laterales de 
aminoácidos durante la síntesis de una cadena polipeptídica o después de ella. 


los factores de coagulación como la protrombina. La desamidación de 
la Asn y de la Gln para dar los ácidos correspondientes, Asp y Glu, tam- 
bién es un acontecimiento común. 

La acetilación —la adición de un grupo acetilo, al grupo amino del 
residuo N-terminal- es la forma más común de modificación química 
de los aminoácidos, y afecta, aproximadamente, un 80% de todas las 


proteínas: 
O R O 
CH) CNC 
lo 


N-terminal acetilado 


Esta modificación puede cumplir un papel importante en el control de 
la vida útil de las proteínas dentro de las células, debido a que muchas 
proteínas no acetiladas son rápidamente degradadas. 


Cinco nucleótidos diferentes construyen 
ácidos nucleicos 


Dos tipos de ácidos nucleicos similares químicamente, el DNA (ácido 
desoxirribonucleico) y el RNA (ácido ribonucleico), son las princi- 
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FIGURA 2-16 Estructura común de los nucleótidos. (a) Adenosina 5'-mono- 
fosfato (AMP), un nucleótido presente en el RNA. Por convención, los átomos de 
carbono del azúcar pentosa en los nucleótidos están numerados con primas. En 
los nucleótidos naturales, el carbono 1'está unido por una unión a la base (en 
este caso, adenina); tanto la base (azul) como el fosfato en el 5 'hidroxilo (rojo) se 
extienden por encima del plano del anillo de azúcar. (b) La ribosa y la desoxirri- 
bosa, las pentosas en el RNA y DNA, respectivamente 


pales moléculas que portan la información genética de la célula. Los 
monómeros a partir de los cuales se construyen los polímeros del DNA 
y del RNA se denominan nucleótidos. Todos tienen una estructura 
común —un grupo fosfato unido por un enlace fosfoéster a un azúcar 
pentosa (cinco carbonos)- que, a su vez, está unida a una estructura 
tipo anillo, conocida como “base”, que contiene un nitrógeno y carbo- 
no (Fig. 2-16a). En el RNA, la pentosa es ribosa; en el DNA, es una des- 
oxirribosa que, en la posición 2”, tiene un protón en lugar de un grupo 
hidroxilo (Fig. 2-16b). (A continuación, se describen las estructuras de 
los azúcares en más detalle). Las bases adenina, guanina y citosina (Fig. 
2-17) se encuentran tanto en el DNA como en el RNA; la timina solo se 
encuentra en el DNA; y el uracilo, solo en el RNA. 

La adenina y la guanina son purinas, que contienen un par de ani- 
llos fusionados; la citosina, la timina y el uracilo son pirimidinas, que 
contienen un único anillo (véase la Fig. 2-17). Las bases suelen abre- 
viarse A, G, C, T y U, respectivamente; estas abreviaturas de una sola 
letra también son comúnmente usadas para denotar los nucleótidos 
enteros en los polímeros de los ácidos nucleicos. En los nucleótidos, el 
átomo de carbono 1' del azúcar (ribosa o desoxirribosa) está adherido 
al nitrógeno en la posición 9 de una purina (Ny) o en la posición 1 de 
una pirimidina (N,). El carácter acídico de los nucleótidos se debe al 
grupo fosfato, debido a que, en condiciones intracelulares normales, los 
nucleótidos liberan iones hidrógeno (H*), y dejan al fosfato cargado 
negativamente (véase la Fig. 2-16). La mayoría de los ácidos nucleicos 
en las células está asociada con proteínas, con las que forman interac- 
ciones iónicas con los fosfatos cargados negativamente. 

Las células y los líquidos extracelulares en los organismos con- 
tienen pequeñas concentraciones de nucleósidos: combinaciones de 
una base y un azúcar sin un fosfato. Los nucleótidos son nucleósidos 
que tienen uno, dos o tres grupos fosfato esterificados en el hidroxilo 
5”. Los nucleósidos monofosfatos tienen un único fosfato esterificado 
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FIGURA 2-17 Estructuras químicas de las bases principales en los ácidos 
nucleicos. En los ácidos nucleicos y en los nucleótidos, el nitrógeno 9 de las 
purinas y el nitrógeno 1 de las pirimidinas (rojo) están unidos al carbono 1'de la 
ribosa o de la desoxirribosa. U solo se encuentra en el RNA, y T, solo en el DNA. 
Tanto el RNA como el DNA contienen A, G y €. 


(véase la Fig. 2-16a); los nucleósidos difosfatos contienen un grupo 
pirofosfato: 


11 
ms ia 


Pirofosfato 


y los nucleósidos trifosfatos tienen un tercer fosfato. En el Cuadro 2-3, 
se muestran los nombres de los nucleósidos y nucleótidos en los ácidos 
nucleicos y las diversas formas de los nucleósido fosfato. 

Los nucleósidos trifosfatos se usan en la síntesis de los ácidos nu- 
cleicos, que se tratan en el Capítulo 4. Entre sus otras funciones, el GTP 
participa en la señalización intracelular, actúa como un reservorio de 
energía —en particular, en la síntesis de proteína y el ATP, analizado más 
adelante en este capítulo- y constituye el portador de energía biológica 
más ampliamente usado en la célula. 


Los monosacáridos se ensamblan mediante 


enlaces covalentes para formar polisacáridos 
lineales y ramificados 


Las unidades monoméricas de los polisacáridos son los azúcares sim- 
ples, o monosacáridos. Los monosacáridos son hidratos de carbono, 
que literalmente son combinaciones de carbono y agua unidas de for- 
ma covalente en una relación uno a uno (CH,0).» donde n es igual 
a 3,4, 5,6 0 7. Las hexosas (n = 6) y pentosas (n = 5) son los mono- 
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Cuadro 2-3 | Terminología de los nucleósidos y los nucleótidos 


Purinas Pirimidinas 
Bases Adenina (A) Guanina (G) Citosina (C) Uracilo (U) 
Timina (T) 
en el RNA Adenosina Guanosina Citidina Uridina 
Nucleósidos 
en el DNA Desoxiadenosina Desoxiguanosina Desoxicitidina Desoxitimidina 
en el RNA Adenilato Guanilato Citidilato Uridilato 
Nucleótidos 
en elDNA Desoxiadenilato Desoxiguanilato Desoxicitidilato Desoxitimidilato 


Nucleósido monofosfatos 


Nucleósidos difosfato 


Nucleósidos trifosfato 


Desoxinucleótido mono-, 
di- y trifosfato 


sacáridos más comunes. Todos los monosacáridos contienen grupos 
hidroxilos (—0H) y un grupo aldehído o ceto: 


O O 
poll 


Aldehído Ceto 


Muchos azúcares biológicamente importantes son hexosas, incluyendo 
la glucosa, la manosa y la galactosa (Fig. 2-18). La manosa es idéntica a 
la glucosa, excepto que la orientación de los grupos unidos al carbono 
2 está invertida. De modo similar, la galactosa, otra hexosa, difiere de la 
glucosa solo en la orientación de los grupos adheridos al carbono 4. La 
conversión o transformación entre la glucosa y la manosa o la galactosa 
requiere la ruptura y la formación de enlaces covalentes; tales reaccio- 
nes las realizan enzimas que se denominan epímerasas. 

La D-glucosa (C¿H,,04) es la principal fuente externa de energía para 
la mayoría de las células en los organismos multicelulares complejos y 
puede existir en tres formas diferentes: una estructura lineal y dos es- 
tructuras de anillos hemiacetales diferentes (Fig. 2-18a). Si el grupo al- 
dehído del carbono 1 se combina con el grupo hidroxilo del carbono 5, 
el hemiacetal resultante, la D-glucopiranosa, un anillo de seis miembros. 
En el anómero alfa de la D-glucopiranosa el grupo hidroxilo adherido al 
carbono 1 apunta “hacia abajo” desde el anillo, como se muestra en la 
Figura 2-18a; en el anómero f), este hidroxilo apunta “hacia arriba”. En 
solución acuosa, los anómeros ar y fB se convierten rápidamente de mane- 
ra espontánea; en el equilibrio, existe alrededor de un tercio del anómero 
a y dos tercios del anoméro [f3, con muy poco de la forma de cadena 
abierta. Debido a que las enzimas pueden distinguir entre los anómeros 
ar y P de la D-glucosa, estas formas tienen funciones biológicas distintas. 
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FIGURA 2-18 Estructuras químicas de las hexosas. Todas las hexosas tie- 
nen la misma fórmula química (C¿Hy20g) y contienen un grupo aldehído o un 
ceto. (a) Las formas de anillos de la D-glucosa se generan a partir de la molécula 
lineal por reacción del aldehído del carbono 1 con el hidroxilo sobre el carbono 
5 o el 4. Las tres formas se convierten entre sí rápidamente, aunque la forma 
piranosa (derecha) predomina en los sistemas biológicos. (b) En la D-manosa y 
la o-galactosa, la configuración del H (verde) y del OH (azul) unidos a un átomo 
de carbono difiere de la glucosa. Estos azúcares, al igual que la glucosa, existen 
principalmente como piranosas (anillos de seis miembros). 


La condensación del grupo hidroxilo en el carbono 4 de la glucosa lineal 
con su grupo aldehído produce la form 


: : ación de la D-glucofuranosa, un 
hemiacetal que contiene un 


0 anillo de cinco miembros. Si bien en los sis- 
temas biológicos existen las tres formas de D-glucosa, la forma piranosa 
(anillo de sels miembros) es, por mucho, la más abundante. 

En la Figura 2-18a, se describe el anillo de piranosa como planar, 
En efecto, debido a la geometría tetraédrica alrededor de los átomos de 
carbono, la conformación más estable de un anillo de piranosa tiene 
una forma no plana, similar a una silla. En esta conformación, cada 
enlace que va desde un anillo de carbono a un átomo que no forma 
parte del anillo (p. ej., H u O) puede adoptar dos conformaciones, casi 
perpendicular al anillo, referida como axial (a), o casi en el plano del 
anillo, referida como ecuatorial (e): 
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Piranosas 


a-D-Glucopiranosa 


Los disacáridos, formados a partir de dos monosacáridos, son los 
polisacáridos más simples. El disacárido lactosa, compuesto de galac- 
tosa y glucosa, es el principal azúcar en la leche; el disacárido sacarosa, 
compuesto de glucosa y fructosa, es un producto principal en la foto- 
síntesis vegetal y está refinado en el azúcar de mesa (Fig. 2-19). 

Los polisacáridos más grandes contienen de docenas a cientos de 
unidades de monosacáridos y pueden servir como reservorios de glu- 
cosa, como componentes estructurales o como adhesivos que contribu- 
yen a mantener las células juntas en los tejidos. El hidrato de carbono 
de almacenamiento más común en las células animales es el glucógeno, 
un polímero de glucosa muy largo y altamente ramificado. Tanto como 
el 10% del peso del hígado puede ser glucógeno. El hidrato de carbono 
de almacenamiento primario en las células vegetales, el almidón, tam- 
bién es un polímero de glucosa. Se presenta en la forma no ramificada 
(amilosa) y en la forma levemente ramificada (amilopectina). 

Tanto el glucógeno como el almidón están compuestos del anóme- 
ro QU de la glucosa. Por el contrario, la celulosa —el principal compo- 
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nente de las paredes celulares vegetales que confiere rigidez a muchas 
estructuras de las plantas (véase el Cap. 19)- es un polímero no rami- 
ficado del anómero B de la glucosa. Las enzimas digestivas humanas 
pueden hidrolizar los enlaces glucosídicos Qt en el almidón, pero no en 
los enlaces glucosídicos B en la celulosa. Muchas especies de plantas, 
bacterias y hongos producen enzimas que degradan celulosa. Las vacas 
y las termitas pueden descomponer celulosa debido a que, en sus intes- 
tinos, albergan bacterias capaces de degradarla. Las paredes celulares 
bacterianas consisten en peptidoglucano, una cadena de polisacárido 
entrecruzada por puentes cruzados de péptidos, que confieren rigidez y 
forma a la célula. Las lágrimas humanas y los líquidos gastrointestina- 
les contienen lisozima, una enzima capaz de hidrolizar el peptidoglu- 
cano en la pared celular bacteriana. 

Las enzimas que sintetizan los enlaces glucosídicos al unir los mono- 
sacáridos para formar polisacáridos son específicas para los anómeros QL 
y B de un azúcar y de un grupo hidroxilo particular en el otro. En prin- 
cipio, dos moléculas de azúcar cualesquiera pueden ser unidas en una 
variedad de formas debido a que cada monosacárido tiene múltiples gru- 
pos hidroxilos que pueden participar en la formación de enlaces glucosí- 
dicos. Por otra parte, cualquiera de los monosacáridos tiene el potencial 
de unirse a más de dos monosacáridos, y generar así un punto de rami- 
ficación y de polímeros no lineales. Los enlaces glucosídicos suelen for- 
marse entre la cadena de polisacárido en crecimiento y una forma cova- 
lente modificada de un monosacárido. Tales modificaciones incluyen un 
fosfato (p. ej., glucosa 6-fosfato) o un nucleótido (p. ej., UDP-galactosa): 


H OH 


Glucosa 6-fosfato 


UDP-galactosa 


Las enzimas epimerasas que interconvierten diferentes monosacáridos 
a menudo lo hacen usando azúcares de nucleótidos, en lugar de azúca- 
res no sustituidos, 


FIGURA 2-19 Formación de los 
disacáridos lactosa y sacarosa. En 
Cualquier unión glucosídica, el carbono 
anomérico de una molécula de azúcar 
(en cualquiera de las conformaciones Q 
O (3) está unido a un oxigeno hidroxilo 
sobre otra molécula de azúcar. Las 
uniones se nombran en consecuencia; 
así, la lactosa contiene un enlace B 
(14), y la sacarosa uno (1 (132). 
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Cadenas de ácidos grasos 
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Cola hidrófoba 


Cabeza hidrófila 


Fosfato 
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FOSFATIDILCOLINA 


FIGURA 2-20 Fosfatidilcolina, un fosfoglicérido típico. Todos los fosfogli- 
céridos son fosfolípidos anfipáticos: tienen una cola hidrófoba (amarilla) y una 
cola hidrófila (azul) en la cual el glicerol está unido a ella mediante un grupo 


Muchos polisacáridos complejos contienen azúcares modificados 
que están unidos de modo covalente a varios grupos pequeños, en par- 
ticular, a los grupos amino, sulfato y acetilo. Tales modificaciones son 
abundantes en los glucosaminoglucanos: principales componentes de 
los polisacáridos en la matriz, que se describen en el Capítulo 19. 


Los fosfolípidos se asocian de forma no covalente 
para formar la estructura básica de bicapa de las 
biomoléculas 


Las biomembranas son láminas largas y flexibles con una estructura 
de doble capa, o bicapa, que constituyen los límites de las células y de 
sus orgánulos intracelulares y forman las superficies externas de algu- 
nos virus. Las membranas literalmente definen lo que es una célula (la 
membrana externa y el contenido dentro de la membrana) y lo que no 
es (el espacio extracelular fuera de la membrana). A diferencia de las 
proteínas, de los ácidos nucleicos y de los polisacáridos, las membra- 
nas se ensamblan mediante la asociación no covalente de las unidades 
monoméricas que la componen. Las principales unidades monoméri- 
cas de todas las biomembranas son los fosfolípidos, cuyas propieda- 
des físicas son responsables de la formación de la estructura de bicapa 
de las membranas. Además de los fosfolípidos, las biomembranas con- 
tienen una variedad de otras moléculas, incluyendo colesterol, gluco- 
lípidos y proteínas. La estructura y la función de las biomembranas se 
describirán en detalle en el Capítulo 10. Aquí nos centraremos en los 
fosfolípidos en las biomembranas. 

Para entender la estructura de los fosfolípidos, debemos compren- 
der cada una de sus partes componentes y cómo se ensamblan. Los 
fosfolípidos consisten en cadenas largas de ácidos grasos no polares 
unidas (en general, por un enlace éster) a pequeños grupos altamente 
polares, que incluyen un fosfato y una molécula orgánica corta, como 
el glicerol (trihidroxi propanol) (Fig. 2-20). 

Los ácidos grasos consisten en una cadena hidrocarbonada (aci- 
lo) unida a un grupo carboxilo (—COOH). Como la glucosa, los áci- 
dos grasos son una fuente importante de energía para muchas células 
(véase el Cap. 12). Difieren en longitud, aunque los ácidos grasos que 
predominan en las células tienen un número par de átomos de carbo- 
no, por lo general, 14, 16, 18 o 20. En el Cuadro 2-4, se muestran los 
principales ácidos grasos. Estos suelen designarse mediante la abrevia- 
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A a aaa 


fosfato a un alcohol. Cualquiera o ambas cadenas laterales de acilos grasos en 
un fosfoglicérido pueden estar saturadas o insaturadas. En el ácido fosfatídico 
(rojo), que es el fosfolipido más simple, el fosfato no está unido a un alcohol 


tura Cx:y, donde “x” es el número de carbonos en la cadena e “y” es el 
número de enlaces dobles. Los ácidos grasos que contienen 12 o más 
átomos de carbonos son casi insolubles en solución acuosa debido a sus 
largas cadenas hidrocarbonadas hidrófobas. 

Los ácidos grasos en los cuales todos los enlaces carbono-carbono 
son enlaces simples, es decir, los ácidos grasos que no tienen enlaces do- 
bles carbono-carbono, se dicen que son saturados; aquellos con, al me- 
nos, un enlace doble carbono-carbono se denominan insaturados. Los 
ácidos grasos insaturados con más de un doble enlace se denominan 
como poliinsaturados. Dos ácidos grasos poliinsaturados “esenciales”, 
el ácido linoleico (C18:2) y el ácido linolénico (C18:3), no pueden ser 
sintetizados por los mamíferos y deben ser suplementados en su dieta. 
Los mamíferos pueden sintetizar otros ácidos grasos comunes. 

En los fosfolípidos, los ácidos grasos se unen de forma covalente a 
otra molécula mediante un tipo de reacción de deshidratación deno- 
minada esterificación, en la cual se pierde el OH del grupo carboxilo 
del ácido graso y un H de un grupo hidroxilo de la otra molécula. En 
la molécula combinada formada por esta reacción, la parte derivada 
del ácido graso se denomina un grupo acilo, o grupo acilo graso. Esto se 
ilustra mediante las formas más comunes de los fosfolípidos: los fosfo- 
glicéridos, que contienen dos grupos acilos unidos a dos de los grupos 
hidroxilos del glicerol (véase la Fig. 2-20). 

En los fosfoglicéridos, un grupo hidroxilo del glicerol está este- 
rificado a un fosfato, mientras que los otros dos normalmente están 
esterificados a los ácidos grasos. El fosfolípido más simple, el ácido 
fosfatídico, solo contiene estos componentes. Los fosfolípidos como 
los ácidos fosfatídicos no solo son las unidades monoméricas de la 
membrana, sino que también son importantes moléculas de señali- 
zación. El ácido lisofosfatídico, en donde se ha eliminado la cadena 
acilo en la posición 2, es relativamente soluble en agua y puede ser un 
inductor potente de la división celular (se denomina “mitógeno”). En 
la mayoría de los fosfolípidos que se encuentran en las membranas, el 
grupo fosfato también está esterificado a un grupo hidroxilo en otro 
compuesto hidrófilo. En la fosfatidilcolina, por ejemplo, la colina está 
unida al fosfato (véase la Fig. 2-20). La carga negativa en el fosfato, y 
también los grupos cargados o polares esterificados a él, puede inte- 
ractuar fuertemente con el agua. El fosfato y su grupo esterificado aso- 
ciado, el grupo “cabeza” de un fosfolípido, es hidrófilo; mientras que 
las cadenas de acilos grasos, las “colas”, son hidrófobas. En el Cuadro 
2-5, se muestran otros fosfoglicéridos y los grupos cabeza asociados. 


Cuadro 2-4 | Ácidos grasos que predominan en los fosfolípidos 


Nombre común de los ác 


idos (la forma ionizada, entre paréntesis) 


Ácidos grasos saturados 


Abreviaturas 


Fórmulas químicas 


Miristico (miristato) C14:0 CH;(CH))¡,COOH 
Palmítico (palmitato) C16:0 CH;(CH,))¡¿COOH 
Esteárico (estearato) C18:0 CH,(CH))¡¿COOH 


Ácidos grasos insaturados 


Kál—_—_—_AAA> 


Oleico (oleato) 


Cl8:1 CH,(CH,),CH=CH(CH,),COOH 


€qxxI[ÑtTzx A A A A AAA 


Linoleico (linoleato) 


C18:2 


CH,(CH,),CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH 


Araquidónico (araquidonato) 


C20:4 


CH,(CH,),(CH=CHCH,),CH=CH(CH))¿COOH 


Las moléculas que, como los fosfolípidos, tienen tanto regiones hi- 
drófobas como hidrófilas, se denominan “anfipáticas”. En el Capítulo 
10, se verá cómo las propiedades anfipáticas de los fosfolípidos son 
responsables del ensamblaje de los fosfolípidos en la bicapa de las bio- 


Cuadro 2-5 | Fosfoglicéridos y grupos cabeza 


Fosfoglicéridos comunes Grupos cabeza 
CH 
| CHy 
Ni? 
Fosfatidilcolina Nos ScH, 
Colina 
A A 
H 
ld 
Fosfatidiletanolamina halle “B 
Etanolamina 
H 
e 
So Sy 
Fosfatidilserina 
10) o” 
Serina 
OH _OH 
SELEL 
Ds aii 2 OH 
Fosfatidilinositol 1 3 
inositol 


membranas, en las cuales las colas de acilos grasos apuntan hacia el 
centro de la hoja y los grupos cabeza apuntan hacia fuera en dirección 
al entorno acuoso (véase la Fig. 2-13). 

Los grupos acilos grasos también pueden estar unidos de forma 
covalente a otras moléculas grasas, que incluyen triacilgliceroles, o 
triglicéridos, que contienen tres grupos acilos esterificados al glicerol: 


O 
H,C—(CH,);C—O—CH, 


Il 
H¿C—(CH,);—C—O—CH 


Í 
H¿C—(CH,);—C—O—CH, 
Triacilglicerol 


y unidos de forma covalente a la molécula de colesterol muy hidrófoba, 
un alcohol, para formar ésteres de colesterol: 


CH; 


CHa 


Colesterol 
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Éster de colesterol 


Los triacilglicéridos y los ésteres de colesterol son moléculas extrema- 
damente insolubles en agua en las cuales se almacenan o se transportan 
los ácidos grasos y el colesterol. Los triglicéridos son la forma de alma- 


cidos grasos en las células grasas del tejido adiposo 


cenamiento de los á 
s dietarias. Los ésteres de 


y son los componentes principales de las grasa 
colesterol y los triacilglicéridos se transportan entre los tejidos a través 
de la circulación sanguínea en los transportadores especializados deno- 


minados “lipoproteínas” (véase el Cap. 14). 


rr Anteriormente, vimos que los ácidos grasos que constituyen los 


fosfolípidos (fosfoglicéridos y triglicéridos) pueden ser saturados 
o insaturados. Una consecuencia importante del enlace doble carbono- 


carbono (C=C) en un ácido graso insaturado es que las dos configu- 


raciones estereoisoméricas, cis y trans, son posibles alrededor de cada 


uno de estos enlaces: 


OS Z Ñ 
H 
H,C Sel” H,C el 
ZAR AN, 
H H H CH) 
SN 
Cis Trans 


un enlace doble cis introduce una angulación rígida en la cadena de 
acilo recta que, de otra manera, sería flexible, de un ácido graso satura- 
do (Fig. 2-21). En general, los ácidos grasos saturados sin la angulación 


pueden empaquetarse de forma compacta y, por lo tanto, tienen puntos 


de fusión más altos que los ácidos grasos insaturados. Las principales 
moléculas grasas en la mantequilla son triglicéridos con cadenas de aci- 


HHHHHHHHH,HH,HH,CHq -axR—qoORHo oo 
[13 144114dddL1d 
ne E, 
| 1 LA 
HRHARHHHHRHH.H q uH.uo CS 


Palmitato 
(forma ¡onizada del ácido palmítico) 


FIGURA 2-21 El efecto de un enlace doble en la forma de los ácidos grasos. 
Se muestran las estructuras químicas de la forma ¡onizada del ácido palmítico -un 
ácido graso saturado con 16 átomos de C- y del ácido oleico —un insaturado con 
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los grasos saturados, razón por la cual es sólida a temperatura ambiente. 
Los ácidos grasos insaturados o las cadenas de acilo graso con la angu- 
lación del doble enlace cis no pueden empaquetarse tan juntas como 
las cadenas de acilos grasos saturadas. Por ende, los aceites vegetales, 
que están compuestos de triglicéridos con grupos acilos grasos insatu- 
rados, suelen ser líquidos a temperatura ambiente. Los aceites vegetales 
y similares son parcialmente hidrogenados para convertir algo de sus 
cadenas de acilos grasos insaturados en cadenas de acilos grasos satu- 
rados. En consecuencia, el aceite vegetal hidrogenado puede moldearse 
en barras sólidas de margarina. Un subproducto de la reacción de hi- 
ción es la conversión de algo de las cadenas de acilo graso en 
larmente como “grasas trans”. Las 
margarina parcialmente hidro- 


drogena 
ácidos grasos trans, conocidos popu 
“grasas trans”, que se encuentran en la 
genada y en otros productos alimenticios, no son naturales. Los áci- 


dos grasos trans y saturados tienen propiedades físicas similares; por 
ejemplo, tienden a ser sólidos a temperatura ambiente. Sus consumos, 
en relación con el consumo de grasas insaturadas, se asocian con un 
incremento en las concentraciones de colesterol plasmático y es des- 


aconsejado por algunos nutricionistas. M 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 2.2 


Unidades monoméricas químicas de las células 


+ Las macromoléculas son polímeros de subunidades monoméricas 
unidas por enlaces covalentes a través de reacciones de deshidratación. 


H,C 
a 
eN 
HÍ ya 
HO 
pá 
HÍ al 
vá ¡7 
AOS, H HH HH oo 
o 11r1i11ttitss 
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Oleato 


(forma ¡onizada del ácido oleico) 


18 átomos de C-. En los ácidos grasos saturados, la cadena hidrocarbonada suele 
ser lineal; el doble enlace cis en el oleato crea un pliegue en la cadena hidrocarbo- 
nada. [De L Stryer. 1994, Biochemistry, ath ed. W. H. Freeman and Company, p. 265] 


En las células, se encuentran tres tipos principales de macromolécu- 
las: las proteínas, compuestas de aminoácidos unidos mediante enlaces 
peptídicos; los ácidos nucleicos, compuestos de nucleótidos unidos por 
enlaces fosfodiéster; y los polisacáridos, compuestos de monosacári- 
dos (azúcares) unidos por enlaces glucosídicos (véase la Fig. 2-13). Los 
fosfolípidos, la cuarta clase de unidades monoméricas antenicas; se en- 
samblan de manera no covalente para formar biomembranas. 


* Las diferencias en tamaño, forma, carga, hidrofobicidad y reactividad 
de las cadenas laterales de los 20 aminoácidos comunes determinan las 
propiedades químicas y estructurales de las proteínas (véase la Fig 2-14). 


* Las bases en los nucleótidos que componen el DNA y el RNA son ani- 
llos que contienen nitrógeno y carbono unidos a un azúcar pentosa. Ellos 
forman dos grupos: las purinas—adenina (A) y guanina (G); y las pirimidi- 
nas—citosina (C), timina (T) y uracilo (U) (véase la Fig. 2-17). A, G, T y Cse 
encuentran en el DNA; y A, G, U y C se encuentran en el RNA. 


* La glucosa y otras hexosas pueden existir en tres formas: una estruc- 
tura lineal en cadena abierta, un anillo de seis miembros (piranosa), 
y un anillo de cinco miembros (furanosa) (véase la Fig. 2-18). En los 
sistemas biológicos, predomina la forma piranosa de la D-glucosa. 


* Los enlaces glucosídicos se forman ya sea entre el anómero Q o el f 
de un azúcar y un grupo hidroxilo sobre otro azúcar, que conduce a la 
formación de disacáridos y de otros polisacáridos (véase la Fig. 2-19). 


* Los fosfolípidos son moléculas anfipáticas con una cola hidrófoba (a 
menudo, dos cadenas de acilos grasos) conectadas por una molécula 
orgánica (a menudo, glicerol) a una cabeza hidrófila (véase la Fig. 2-20). 


* La cadena hidrocarbonada larga de un ácido graso puede ser saturada 
(no contiene un enlace doble carbono-carbono) o insaturada (contie- 
ne uno o más enlaces dobles). Las sustancias grasas como la mante- 
quilla, que tienen principalmente cadenas de acilo grasos saturados, 
tienden a ser sólidas a temperatura ambiente, mientras que las grasas 
insaturadas con enlaces dobles cis tienen cadenas con angulaciones que 
no pueden empaquetarse de manera compacta y, por lo tanto, tienden 
a ser líquidas a temperatura ambiente. 


2.3 Reacciones químicas y equilibrio químico 


A continuación, nos centraremos en las reacciones químicas en la 
cuales los enlaces, principalmente los enlaces covalentes entre los 
reactivos químicos, se rompen y se forman nuevos enlaces para ge- 
nerar los productos de reacción. En cualquier momento dado, varios 
cientos de diferentes clases de reacciones químicas se están produ- 
ciendo de manera simultánea en cada célula, y muchos compuestos 
químicos pueden, en principio, sufrir múltiples reacciones químicas. 
Tanto la extensión a la cual pueden proceder las reacciones como la 
velocidad a la cual ocurren determinan la composición química de 
las células. En esta sección, se analizan los conceptos de equilibrio y 
estado estacionario y también las constantes de disociación y el pH. 
En la Sección 2.4, se analiza cómo la energía influye en la extensión y 
en las velocidades de las reacciones químicas. 


Velocidad de la reacción directa 
A (disminuye a medida que decrece la concentración 


de los reactivos) 


Equilibrio químico 
(las velocidades directa e inversa 

son iguales, no cambia la concentración 
de los reactivos ni de los productos) 


o Velocidad de la reacción inversa 
(aumenta a medida que se incrementa 
la concentración de los productos) 


Velocidad de reacción —— 


Cuando los reactivos son mezclados por primera vez, 
la concentración inicial de los productos es = 0 


Tiempo ——> 


FIGURA 2-22 Dependencia del tiempo de la velocidad de una reacción 
química. Las velocidades directa e inversa de una reacción dependen, en 
parte, de las concentraciones iniciales de los reactivos y de los productos. La 
velocidad neta de la reacción directa disminuye a medida que la concentración 
de los reactivos disminuye, mientras que la velocidad neta de la reacción inversa 
aumenta a medida que la concentración de los productos se incrementa. En 

el equilibrio, las velocidades de las reacciones directa e inversa se igualan y la 
concentración de los reactivos y de los productos permanece constante. 


Una reacción química está en equilibrio 
cuando las velocidades directa e inversa 
de las reacciones se igualan 


Cuando se mezclan los reactivos por primera vez —antes de que se ha- 
yan formado los productos—, la velocidad de la reacción directa para 
formar productos está determinada, en parte, por sus concentraciones 
iniciales, que determinan la probabilidad de los reactivos de colisionar 
unos con otros y reaccionar (Fig. 2-22). A medida que se acumulan los 
productos de reacción, la concentración de cada reactivo disminuye y, 
por ende, también lo hace la velocidad de la reacción directa. Mientras 
tanto, algunas de las moléculas de productos comienzan a participar en 
la reacción inversa, que vuelve a formar los reactivos. La capacidad de 
una reacción de ir“en reversa” se denomina reversibilidad microscópica. 
La reacción inversa es lenta al comienzo, pero se acelera a medida que 
aumentan las concentraciones de los productos. Eventualmente, las ve- 
locidades de las reacciones directa e inversa se igualan, por lo tanto, las 
concentraciones de los reactivos y de los productos dejan de cambiar, 
Se dice entonces que el sistema está en equilibrio químico. 

La relación de las concentraciones de los productos respecto de los 
reactivos cuando alcanzan el equilibrio, denominada la constante de 
equilibrio, K,,, es un valor fijo. Por lo tanto, la K,¿ proporciona una 
medida de la extensión a la cual se produce una reacción a través del 
tiempo en el que alcanza el equilibrio. La velocidad de una reacción 
química se puede aumentar mediante un catalizador, sin cambiar la 
constante de equilibrio (véase la Sección 2.4). Un catalizador acelera 
la formación y la ruptura de enlaces covalentes, pero, en sí mismo, no 
cambia de forma permanente durante una reacción. 
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La constante de equilibrio refleja la extensión de 
una reacción química 


Para cualquier reacción química, la constante de equilibrio K,,, depende 
de la naturaleza de los reactivos y los productos, de la temperatura y la 
presión (en particular, en reacciones que involucran gases). En condi- 
ciones físicas estándares (25 C y 1 atm de presión para sistemas bioló- 
gicos), la K,, es siempre la misma para una reacción dada, esté presente 
o no un catalizador. 

Para la reacción general con tres reactivos y Lres productos 


JAA+bB+cC == 22 + yY + xXx (2-1) 


donde las letras mayúsculas representan moléculas particulares o áto- 
mos y las minúsculas representan el número de cada uno en la fórmula 


de reacción; la constante de equilibrio está dada por 


[XP [YP IZ)" 
K= A rmmrrie 2-2) 
7 TAPIBIHCT 
donde los corchetes denotan las concentraciones de las moléculas en 
el equilibrio. La tasa de la reacción directa (izquierda a derecha en la 


Ecuación 2-1) es 


Velocidad,..... = k,[A]*[B]*[C]' 


directa 


donde k, es la constante de velocidad para la reacción directa. De 
modo similar, la velocidad para la reacción inversa (de derecha a i2- 


quierda en la Ecuación 2-1) es 


Velocidad... = k[XP"[YP1Z) 

donde k, es la constante de velocidad para la reacción inversa. 

Es importante recordar que las velocidades directas e inversas de una 
reacción pueden cambiar debido a los cambios en las concentraciones 
de los reactivos o en los productos, pero al mismo tiempo las cons- 
tantes de velocidad directa e inversa no cambian; de ahí, el nombre 
“constante”. Es un error común confundir “velocidad” con “constan- 
te de velocidad”. En el equilibrio, las velocidades directa e inversa son 
iguales, por lo tanto, Velocidad ¿io.,,/ Velocidad verso = 1. Al reordenar 
estas ecuaciones, se puede expresar la constante de equilibrio como la 


relación de sus constantes de velocidades: 


y 
K = - (2-3) 


El concepto “constante de equilibrio” es en particular útil cuando se 
desea pensar acerca de la energía que se libera o absorbe cuando se pro- 
duce la reacción química. En la Sección 2.4, se analiza esto en detalle. 


Las reacciones químicas en las células están en 
estado estacionario 


En condiciones adecuadas y con el tiempo suficiente, una reacción 
bioquímica individual llevada a cabo en un tubo de ensayo eventual- 
mente alcanzará el equilibrio, y las concentraciones de los reactivos y 
los productos no cambian con el tiempo debido a que las velocidades 
de las reacciones directa e inversa son iguales. Dentro de las células, sin 
embargo, muchas reacciones están conectadas en vías en las cuales un 
producto de una reacción tiene destinos alternativos a la simple recon- 
versión mediante una reacción inversa hasta los reactivos y así llegar, en 
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la) Concentraciones equilibradas en el tubo de ensayo 
BBB 


= BBB 
BBB 


AAA 


(b) Concentraciones en estado estable dentro de la célula 


BBB EC 


AA—== 58" = 60 


FIGURA 2-23 Comparación de las reacciones en el equilibrio y en el 


estado estacionario. (a) En el tubo de ensayo, una reacción bioquímica (A—8) 
eventualmente alcanzará el equilibrio, en el cual las velocidades de las reaccio 
nes directa e inversa son iguales (como lo indican las flechas de igual longitud) 
(b) En las vías metabólicas dentro de las células, el producto B comunmente 

se consumirá, en este ejemplo, por conversión a [Una via de reacciones 


conectadas está en estado estacionario cuando las velocidad de formación de 
los intermediarios (p. ej, B) iguala sus velocidades de consumo. Como lo indica 
la longitud desigual de las flechas, las reacciones reversibles individuales que 
constituyen una vía metabólica no alcanzan el equilibrio. Por otra parte, las 
concentraciones de los intermediarios en el estado estacionario pueden diferir 


de lo que serian en el estado de equilibrio 


última instancia, al equilibrio. Por ejemplo, el producto de una reac- 
ción podría servir como un reactivo en otra, O podría ser bombeado 
fuera de la célula. En esta situación más compleja, la reacción original 
nunca puede alcanzar el equilibrio debido a que parte de los productos 
no tienen posibilidad de volver a ser convertidos en reactivos. No obs- 
tante, en tales condiciones de no equilibrio, la velocidad de formación 
de una sustancia puede ser igual a la velocidad de su consumo y, como 
consecuencia, la concentración de la sustancia permanece constante a 
lo largo del tiempo. En tales circunstancias, el sistema de reacciones 
conectadas para la producción y el consumo de esa sustancia se dice 
que está en un estado estacionario (Fig. 2-23). Una consecuencia de 
tales reacciones conectadas es que estas evitan la acumulación de ex- 
ceso de intermediarios, y protegen las células de los efectos dañinos de 
los intermediarios que son tóxicos a concentraciones elevadas. Cuando 
la concentración de un producto de una reacción en curso no cambia 
con el tiempo, podría ser una consecuencia de un estado de equilibrio 
o de un estado estacionario. En los sistemas biológicos, cuando las con- 
centraciones de metabolitos, como las concentraciones de glucosa en 
sangre, no cambian con el tiempo —una condición que se denomina 
homeostasis, es una consecuencia de un estado estacionario más que 


del equilibrio. 


Las constantes de disociación de las reacciones 
de unión reflejan la afinidad de las moléculas 


que interactúan 


El concepto de “equilibro” también se aplica a la unión de una molécula 
a otra, Muchos procesos celulares importantes dependen de tales reac- 
ciones de “unión”, que involucran la formación y la ruptura de diversas 
interacciones no covalentes, en lugar de enlaces covalentes, como se 
analiza a continuación. Un ejemplo común es la unión de un ligando 
(p. ej., la hormona insulina o adrenalina) a su receptor sobre la super- 
ficie de una célula, lo cual desencadena una vía de señalización intra- 
celular (véase el Cap. 15). Otro ejemplo es la unión de una proteína a 
una secuencia específica de pares de bases en una molécula de DNA, 
que suele causar que la expresión de un gen próximo aumente o dismi- 


2) 


FIGURA 2-24 Las macromoléculas pueden tener distintos sitios de unión 
para múltiples ligandos. £n |, figura, se muestra una macromolécula (p. ej, 

una proteina, azul) con tres sitios de unión distintos (AC); cada sitio de unión 
exhibe complementariedad molecular para tres patrones de unión diferentes 


gandos A-C E antes s ¡ 
(ligandos A=C) con constantes de disociación (Kan) distintas 


IiIíIA,da——_—--—-- 


nuya (véase el Capítulo 7). Si se conoce la constante de equilibrio para 
una reacción, se puede predecir la estabilidad del complejo resultante. 
Para ilustrar el enfoque general y poder determinar la concentración 
de complejos de asociación no covalentes, calcularemos el grado en el 
que una proteína (P) se une al DNA (D) y forma un complejo proteína- 
DNA (PD): 


P+D <= PD 


Más comúnmente, las reacciones de unión se describen en términos 
de constante de disociación K,, que es la recíproca de la constante de 
equilibrio. Para esta reacción de unión, la constante de disociación está 
dada por 


(2-4) 


Vale la pena destacar que en tal reacción de unión, cuando la mitad 
del DNA está unida a la proteína ([PD] = [D]), la concentración de 
P es igual a la K¿. Cuanto menor es la K¿, menor es la concentración 
de P necesaria para unirse a la mitad de D. En otras palabras, cuanto 
menor es la K¿, más fuerte es la unión (mayor es la afinidad) de P por 
D. Las reacciones típicas en las cuales una proteína se une a una se- 
cuencia específica de DNA tiene una K¿ de 107'% M, donde M simboli- 
za molaridad, o moles por litro (mol/L). Para relacionar la magnitud 
de esta constante de disociación con la relación intracelular del DNA 
unido respecto del DNA no unido, consideremos el ejemplo simple 
de una célula bacteriana que tiene un volumen de 1,5 x 107% L y 
contiene 1 molécula de DNA y 10 moléculas de la proteína P unida al 
DNA. En este caso, dada una K¿ de 107!%M y la concentración total de 
P en la célula (- 111 x 10719 M, 100 veces más alta que la K¿), el 99% 
de las veces esta secuencia específica de DNA tendrá una molécula de 
proteína unida a él y el 1% de las veces no lo tendrá, incluso a pesar de 
que ¡la célula contiene solo 10 moléculas de la proteína! Claramente, 
P y D tienen una alta afinidad entre sí y se unen muy fuerte, como lo 
refleja el valor bajo de la constante de disociación para su reacción de 
unión. Para la unión proteína-proteína y proteína-DNA, los valores 
de K, de < 107? M (nanomolar) son consideradas muy fuertes, -107* 
M (micromolar) moderadamente fuertes, y -107? M (milimolar) re- 
lativamente débiles. 

Una macromolécula biológica grande, como una proteína, puede te- 
ner múltiples superficies de unión para la unión de varias moléculas simul- 
táneamente (Fig. 2-24). En algunos casos, estas reacciones de unión son 
independientes, con sus propios valores de K¿ distintivos que son cons- 
tantes. En otros casos, la unión de una molécula a un sitio sobre una ma- 
cromolécula puede cambiar la forma tridimensional en un sitio distante, 
y alterar así las interacciones de unión de ese sitio distante con alguna otra 
molécula. Este es un mecanismo importante mediante el cual una molécu- 
la puede alterar y, por lo tanto, regular la actividad de unión de otra. En el 
Capítulo 3, se analizará en más detalle este mecanismo regulador. 


Macromolécula de unión a multiligando (p. ej., proteína) 


Sitio de unión B (Kg) Sitio de unión A (Kga) 


Ligando B Pas . 
(p. ej., molécula E 
pequeña) 


e 
. $ 


Ligando C 
(p. ej., polisacárido) 


Los líquidos biológicos tienen valores de pH 
característicos 


El solvente dentro de las células y en todos los líquidos extracelulares es 
agua. Una característica importante de cualquier solución acuosa es la 
concentración de los iones hidrógenos cargados positivamente (H*) y los 
iones hidroxilos cargados negativamente (OH”). Debido a que estos ¡ones 
son los productos de la disociación del H,O, son constituyentes de todos 
los sistemas vivos, y son liberados por muchas reacciones que ocurren en- 
tre moléculas orgánicas dentro de las células. Estos iones también se trans- 
portan dentro y fuera de las células, como el jugo gástrico altamente ácido 
secretado por las células que revisten las paredes del estómago. 

Cuando una molécula de agua se disocia, uno de sus enlaces polares 
H—O se rompe. El ion hidrógeno resultante, que se denomina protón, 
tiene un tiempo de vida corto como ¡on libre y rápidamente se combi- 
na con una molécula de agua para formar un ion hidronio (H,O*). Por 
conveniencia, nos referimos a la concentración de ¡ones hidrógeno en una 
solución, [H*], a pesar de que esto representa la concentración de iones 
hidronios, [HjO*]. La disociación del H,O genera un ion OH” junto con 
cada H*. La disociación de agua es una reacción reversible: 


HO == H*+0H 
A 25*C, [H*][OH”] = 107% M?, por lo tanto, en agua pura, 
[H*] = [OH7] = 107? M. 
Por convención, la concentración de iones hidrógeno en una solución 


se expresa como su pH, definido como el logaritmo negativo de la concen- 
tración de ion hidrógeno. El pH del agua pura a 25 "Ces 7: 


H=—log[H*]=l0g 1 =l0gL_ =7 


Es importante tener en cuenta que 1 unidad de diferencia en el pH 
representa una diferencia de 10 veces en la concentración de protones. 
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(menor concentración de H*) 


Escala de pH 
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FIGURA 2-25 Valores de pH de soluciones comunes. El pH de una solución 
acuosa es el logaritmo negativo de la concentración del ion hidrógeno. Los 
valores de pH para la mayoría de los líquidos intracelulares y extracelulares 

son casi 7 y son cuidadosamente regulados para permitir el funcionamiento 
adecuado de las células y de las secreciones celulares. 


En la escala de pH, 7,0 se considera neutro; valores por debajo de 7,0 
indican soluciones ácidas (mayor [H*]), y valores por encima de 7,0 
indican soluciones básicas o alcalinas (Fig. 2-25). Por ejemplo, el jugo 
gástrico, que es rico en ácido clorhídrico (HCl), tiene un pH cercano a 
1. La concentración de iones hidrógeno [H*] es alrededor de un millón 
de veces mayor que la [H*] en el citoplasma, con un pH cercano a 7,2. 

Aunque el citosol de las células normalmente tiene un pH de alrede- 
dor de 7,2, el interior de ciertos orgánulos en las células eucariontes (véase 
el Cap. 9) puede tener un pH mucho menor. Los lisosomas, por ejemplo, 
tienen un pH de alrededor de 4,5. En el interior de los lisosomas, existen 
muchas enzimas degradativas que funcionan de manera óptima en un 
medio ácido, mientras que sus acciones se inhiben en el ambiente casi 
neutro del citoplasma. Como lo ilustra este ejemplo, el mantenimiento de 
un pH específico es esencial para el funcionamiento adecuado de algunas 
estructuras celulares. Por el otro lado, los cambios drásticos en el pH celu- 
lar pueden cumplir una función importante en el control de la actividad 
celular. Por ejemplo, el pH del citoplasma de un huevo no fecundado del 
erizo de mar, un animal acuático, es de 6,6. Sin embargo, dentro del mi- 
nuto posterior a la fecundación, el pH se eleva a 7,2; es decir, la [H*] dis- 
minuye alrededor de un cuarto de su valor original, un cambio necesario 
para el posterior desarrollo y división del huevo. 
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Los ácidos liberan ¡ones hidrógeno 
y las bases los incorporan 


En general, un ácido es cualquier molécula, ion o grupo químico que tien- 
de a liberar un ion hidrógeno (H*), como el ácido clorhídrico (HCl), y el 
grupo carboxilo (—COOH), que tiende a disociarse y formar el ¡on car- 
boxilato cargado negativamente (—C00”). De la misma forma, una base 
es cualquier molécula, ion o grupo químico que rápidamente se combina 
con un H-+, como el ion hidroxilo (OH? ); el amoníaco (NH), que forma 
un ion amonio (NH,*); o el grupo amino (—NH?). 

Cuando se añade un ácido a una solución acuosa, la [H*] aumenta y el 
pH desciende. Por el contrario, cuando se añade una base a una solución, la 
[H*] disminuye y el pH aumenta. Debido a que [H*][OH7] es = 107 M?, 
cualquier aumento en la [H*] está acoplado con una disminución conco- 
mitante en la concentración de [OH ], y viceversa. 

Muchas moléculas biológicas contienen tanto grupos ácidos como bá- 
sicos. Por ejemplo, en soluciones neutras (pH = 7,0), muchos aminoácidos 
existen predominantemente en la forma doblemente ionizada, en la cual el 
grupo carboxilo ha perdido un protón y el grupo amino ha aceptado uno: 


pe 
le il 
R 


donde R representa la cadena lateral sin carga. Tal molécula, que con- 
tiene igual número de ¡ones positivos y negativos, se denomina un 
zwitterión. Los zwitteriones, no tienen carga neta, son neutros. Á va- 
lores de pH extremos, solo uno de estos dos grupos ¡onizables de un 
aminoácido estará cargado. 

La reacción de disociación para un ácido (o grupo ácido en una 
molécula grande) HA se puede escribir como HA == H* +A”. La 
constante de equilibrio para esta reacción, denotada K, (el subíndice 
“a” significa ácido”), se define como K, = [H*][A”]/[HA]. Aplicando 
logaritmo a ambos lados y reordenando el resultado, es una relación 
muy útil entre la constante de equilibrio y el pH: 


LA) (2-5) 


pH=pK + log [HA] 


donde el pK, iguala al log —K,. 

De esta expresión, comúnmente conocida como la ecuación de 
Henderson-Hasselbalch, se puede ver que el pKa de cualquier ácido es 
igual al pH al cual la mitad de las moléculas está disociada y la otra 
mitad es neutra (no disociada). Esto es porque cuando [A”] = [HA], 
entonces el log ([A”]/[HA]) = 0, y, por lo tanto, pK, = pH. La ecua- 
ción de Henderson-Hasselbalch nos permite calcular el grado de di- 
sociación de un ácido si se conocen tanto el pH de la solución como 
el pK,de un ácido. Experimentalmente, al medir la [A7] y [HA] como 
una función del pH de la solución, se puede calcular el pK, del ácido, 
y así la constante de equilibrio K, para la reacción de disociación (Fig. 
2-26). Conociendo el pK, de una molécula, no solo proporciona una 
descripción importante de sus propiedades, sino también nos permite 
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FIGURA 2-26 La relación entre pH, pK,, y la disociación de un ácido. 

A medida que el pH de una solución de ácido carbónico se eleva de O a 8,5, 

el porcentaje del compuesto en la forma no disociada o no ionizada (H,COy) 
disminuye desde 100% y la forma ¡onizada aumenta desde el 0% Cuando el 
pH (6,4) es igual al pK, del ácido, la mitad de los ácidos carbónicos se ioniza 
Cuando el pH sube por encima de 8, virtualmente todos los ácidos se ionizan a 
la forma de bicarbonato (HCO,7) 


explotar estas propiedades para manipular la acidez de una solución 
acuosa y entender cómo los sistemas biológicos controlan las caracte- 
rísticas importantes de sus líquidos acuosos. 


Las soluciones amortiguadoras mantienen el pH 
de los líquidos intracelulares y extracelulares 


Una célula viva con metabolismo activo debe mantener un pH constan- 
te en el citoplasma cercano a 7,2-7,4, a pesar de la producción metabóli- 
ca de muchos ácidos, como el ácido láctico y el dióxido de carbono; este 
último reacciona con agua para formar ácido carbónico (H,COy). Las 
células tienen una reserva de bases débiles y ácidos débiles, denomina- 
das soluciones amortiguadoras (búfer o tampones), que aseguran que 
el pH citoplasmático de una célula permanezca relativamente constante, 
a pesar de las pequeñas fluctuaciones en las cantidades de H* o de OH” 
que se generan por el metabolismo o por la incorporación o secreción 
de moléculas e iones por parte de la célula. Los tampones realizan esto 
“absorbiendo” el exceso de H* o de OH”, o cuando estos ¡ones se añaden 
a la célula o son producidos por el metabolismo. 

Si se añade ácido (o base) adicional a una solución amortiguadora 
cuyo pH es igual al pK, del tampón ([HA] = [A”)), el pH de la solu- 
ción cambia, pero en menor grado que si no hubiera estado presente 
el tampón. Esto se debe a que los protones liberados por el ácido son 
incorporados por la forma ionizada de la solución amortiguadora (A”); 
del mismo modo, los iones hidroxilos generados por la adición de base 
son neutralizados por protones liberados por el tampón no disociado 
(HA). La capacidad de una sustancia para liberar los iones hidrógenos 
o de incorporarlos depende, en parte, de la extensión a la cual la sus- 
tancia incorporó o liberó protones que, a su vez, dependen del pH de la 
solución relativa al pK, de la sustancia. La capacidad de un tampón para 
minimizar los cambios en el pH, o la capacidad amortiguadora, depende 
de la concentración del tampón y de la relación entre los valores de pKa 
y del pH, lo cual se expresa por la ecuación de Henderson-Hasselbalch. 


6 
La 
A O EE ¡ 
/ 
e 
| 
| 
| | 
| 
24 | 
| 
/ 
ue 1 
: 
l- l A A O A | 
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 


Fracción disociada de CH¿COOH 
OH” añadidos———> 


FIGURA 2-27 La curva de titulación del tampón o solución amorti- 
guadora del ácido acético (CH¿COOH). El pk, para la disociación de ácido 
acético a iones hidrógeno y acetato es de 4,75. A este pH, la mitad de las 
moléculas de ácido está disociada. Debido a que el pH se mide en una escala 
logarítmica, la solución cambia del 91% de CH¿COOH a pH 3,75 hasta el 9% de 
CH¿COO0H a pH 5,75. El ácido tiene su máxima capacidad amortiguadora en 
este rango de pH 


La curva de titulación para el ácido acético que se muestra en la Figura 
2-27 ilustra el efecto del pH en la fracción de moléculas en las formas 
no ionizadas (A”) y en las ionizadas (HA). A una unidad de pH por 
debajo del pK, de un ácido, el 91% de las moléculas se encuentra en la 
forma HA; a una unidad por encima del pK,, el 91% se encuentra en 
la forma A”. A valores de más de una unidad por encima o por debajo 
del pK,, la capacidad amortiguadora de los ácidos y de bases débiles 
disminuye rápidamente. En otras palabras, el agregado de la misma 
cantidad de moles del ácido a una solución que contiene una mezcla 
de HA y A” que está a un pH cercano al pK, causará una variación del 
pH menor que si no estuvieran presentes HA y A” o si el pH estuviera 
más alejado del valor de pK.. 

Todos los sistemas biológicos contienen uno o más tampones. Los 
¡ones fosfato —las formas ¡onizadas del ácido fosfórico— están presentes 
en cantidades considerables en las células y son un factor importante 
en el mantenimiento, o en la amortiguación, del pH del citoplasma. El 
ácido fosfórico (H,PO,) tiene tres protones que son capaces de diso- 
ciarse, pero que no se disocian simultáneamente. La pérdida de cada 
protón se puede describir como una reacción de disociación diferen- 
ciada y un pK,, como se muestra en la Figura 2-28. La curva de titula- 
ción para el ácido fosfórico muestra que el pK, para la disociación del 
segundo protón es 7,2. Así, a un pH 7,2, alrededor del 50% del fosfato 
celular es H,PO,” y alrededor del 50% es HPO,?-, de acuerdo con la 
ecuación de Henderson-Hasselbalch. 

Por esta razón, el fosfato es un excelente tampón para valores de pH 
alrededor del 7,2, el pH aproximado al del citoplasma de las células, yal 
pH 7,4, el pH de la sangre humana. 
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FIGURA 2-28 La curva de titulación del ácido fosfórico (H¿PO4), un 
tampón o solución amortiguadora común en los sistemas biológicos. 
Esta molécula biológicamente ubicua tiene tres átomos de hidrógeno que se 
disocian a valores de pH diferentes; por lo tanto, el ácido fosfórico tiene tres 
valores de pK,, como se observa en el gráfico. Las zonas sombreadas indican 
los rangos de pH-dentro de una unidad de pH de los tres valores de pK,, don- 
de la capacidad amortiguadora del ácido fosfórico es alta. En estas regiones, la 
adición de ácido (o base) causará cambios relativamente pequeños en el pH. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 2.3 
Reacciones químicas y equilibrio químico 


« Una reacción química está en equilibrio cuando la velocidad de la 
reacción directa es igual a la velocidad de la reacción inversa y, por lo 
tanto, no hay carga neta en la concentración de los reactivos o de los 
productos. 


* La constante de equilibrio K,, de una reacción refleja la relación entre 
productos y reactivos en el equilibrio y, por lo tanto, es una medida del 
grado de reacción y de las estabilidades relativas de los reactivos y de 
los productos. 


* La K,, depende de la temperatura, de la presión y de las propiedades 
químicas de los reactivos y de los productos, pero es independiente de 
la velocidad de reacción y de las concentraciones iniciales de los reacti- 
vos y de los productos. 


+ Para cualquier reacción, la constante de equilibrio es igual a la rela- 
ción entre la constante de velocidad directa y la constante de velocidad 
inversa (K, es igual a k4/k;). Las velocidades de conversión O transfor- 
mación de los reactivos y de los productos, y viceversa, dependen de las 
constantes de velocidad y de las concentraciones de los reactivos o de 
los productos. 


* Dentro de las células, las reacciones conectadas en las vías metabólicas 
suelen estar en estado estacionario, no en equilibrio; durante las reac- 
ciones, la velocidad de formación de los intermediarios es igual a sus 
velocidades de consumo (véase la Fig. 2-23) y, por lo tanto, las concen- 
traciones de los intermediarios no cambian. 
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* La constante de disociación Ky para la unión no covalente de dos mo- 
léculas es una medida de la estabilidad del complejo formado entre las 
moléculas (p. ej., complejos ligando-receptor o proteina-DNA). 


* El pH es el logaritmo negativo de la concentración de los ¡ones hi- 
drógeno (-log[H”]). Normalmente, el pH del citoplasma se encuentra 
entre 7,2 y 7,4, mientras que el interior de los lisosomas tiene un pH de 
alrededor de 4,5. 


« Los ácidos liberan protones (H”), y las bases se unen a ellos. En las molécu- 
las biológicas, los grupos carboxilos (—COOH) y fosforilos (—H,PO,) son 
los grupos más acídicos; el grupo amino (—NH,) es el grupo más básico. 


* Las soluciones amortiguadoras (tampones) son mezclas de ácidos dé- 
biles (HA) y su correspondiente forma de base (A) que minimizan el 
cambio en el pH de una solución cuando se agrega ácido o base. Los 
sistemas biológicos usan varias soluciones amortiguadoras para man- 
tener sus pH dentro de un rango muy estrecho. 


2.4 Energética bioquímica 


La transformación de la energía, su almacenamiento y su uso son esen- 
ciales para la economía de la célula. La energía se puede definir como la 
capacidad para realizar trabajo, un concepto que se aplica a los motores 
de automóviles y a las plantas de energía eléctrica. La energía almacena- 
da dentro de los enlaces químicos puede ser utilizada para sustentar el 
trabajo químico y los movimientos físicos de las células. 

En esta sección, se revisarán el grado de influencia de la energía en 
las reacciones químicas —una disciplina que se denomina “termodiná- 
mica”— y las velocidades de las reacciones químicas —una disciplina que 
se denomina “cinética química”.¡50 


Varias formas de energía son importantes para los 
sistemas biológicos 


Existen dos formas principales de energía: cinética y potencial. La ener- 
gía cinética es la energía del movimiento —el movimiento de las mo- 
léculas, por ejemplo—. La energía potencial es energía almacenada —la 
energía almacenada en enlaces covalentes, por ejemplo—. La energía 
potencial cumple una función particularmente importante en la eco- 
nomía energética de las células. 

La energía térmica, o calor, es una forma de energía cinética —la 
energía del movimiento de las moléculas—. Para que el calor realice 
“trabajo”, debe fluir desde una región de mayor temperatura —don- 
de la velocidad promedio del movimiento molecular es mayor— hacia 
una de menor temperatura. Aunque pueden existir diferencias en las 
temperaturas entre ambientes internos y externos de las células, estos 
gradientes térmicos no suelen servir como fuente de energía para acti- 
vidades celulares. La energía térmica en los animales de sangre calien- 
te, que han desarrollado un mecanismo para la termorregulación, es 
utilizada principalmente para mantener la temperatura del organismo 
de modo constante. Esta es una función homeostática importante de- 
bido a que las velocidades de muchas actividades celulares dependen 
de la temperatura. Por ejemplo, el enfriamiento de las células de ma- 


mítero desde su temperatura corporal normal de 37 *C a 4 *C puede 


Eon o detener muchos procesos celulares (p. ej., 
los movimientos de las membranas intr 


virtualmente “congelar” 


; acelulares). 

La ld radiante es la energía cinética de los fotones, u ondas de 
luz, y es TR para la biología. La energía radiante puede convertirse 
en energia AER, por ejemplo cuando la luz es absorbida por molé- 
culas y la energia es convertida en movimiento molecular. La energía 
radiante absorbida por las moléculas también puede cambiar la estruc- 
tura electrónica de estas, el movimiento de los electrones hacia orbita- 
les de mayor energía, la cual puede recuperarse para realizar “trabajo”. 
Por ejemplo, durante la fotosíntesis, la energía lumínica absorbida por 
moléculas de pigmento como la clorofila es posteriormente convertida 
en la energía de los enlaces químicos (véase el Cap. 12). 

Ln energía mecánica, una forma importante de energía cinética en 
la biología, suele ser el resultado de la conversión de energía química 
almacenada. Por ejemplo, los cambios en la longitud de los filamentos 
generan fuerzas que tiran o empujan de los orgánulos y de las membra- 
nas (véanse los Caps. 17 y 18). 

La energía eléctrica —la energía del movimiento de los electrones o 
de otras partículas cargadas— es otra forma principal de energía ciné- 
tica, con una importancia particular para la función de la membrana, 
como en las neuronas activadas eléctricamente (véase el Cap. 22). 

Varias formas de energía potencial son biológicamente importan- 
tes. Para la biología, es fundamental la energía química potencial, la 
energía almacenada en los enlaces que conectan los átomos en las mo- 
léculas. En efecto, la mayoría de las reacciones bioquímicas que se des- 
criben en este libro involucra la formación o la ruptura de, al menos, 
un enlace químico covalente. Esta energía se reconoce cuando los com- 
puestos químicos forman parte de reacciones liberadoras de energía. 
Por ejemplo, la energía potencial elevada en los enlaces covalentes de la 
glucosa puede ser liberada por combustión enzimática controlada en 
las células (véase el Cap. 12). Esta energía es aprovechada por la célula 
para realizar muchas clases de trabajos. 

Una segunda forma biológicamente importante de energía poten- 
cial es la energía en un gradiente de concentración. Cuando la concen- 
tración de una sustancia a un lado de una barrera, como una membrana, 
es diferente de la del otro lado, se forma un gradiente de concentración. 
Todas las células forman gradientes de concentración entre sus líquidos 
internos y externos mediante el intercambio selectivo de nutrientes, de 
productos de desecho y de iones con el medio circundante. También, 
los orgánulos dentro de las células (p. ej., mitocondrias y lisosomas) fre- 
ntienen diferentes concentraciones de ¡ones y de otras 
moléculas; la concentración de protones dentro de un lisosoma, como 
vimos en la última sección, es cerca de 500 veces la del citoplasma. 

Una tercera forma de energía potencial en las células es el poten- 
cial eléctrico: la energía de separación de carga. Por ejemplo, existe un 
gradiente de carga eléctrica de -200 000 volts por centímetro a través 
de la membrana plasmática de, virtualmente, todas las células. En el 
Capítulo 11, se analizará cómo se generan los gradientes de concentra- 
ción y la diferencia de potencial a través de las membranas celulares; y 
en el Capítulo 12, cómo son convertidas en energía potencial química. 


cuentemente co 


Las células pueden transformar un tipo 
de energía en otro 
De acuerdo con la primera ley de la termodinámica, la energía no se 


crea ni se destruye, sino que se convierte de una forma en otra. (En las 
reacciones nucleares, la masa se convierte en energía, pero esto es irre- 


levante para los sistemas biológicos.) Las conversiones de energía son 
muy importantes en biología. En la fotosíntesis, por ejemplo, la energía 
radiante de la luz se transforma en energía química potencial de los 
enlaces covalentes entre los átomos en una molécula de sacarosa o de 
almidón. En los músculos y nervios, la energía química potencial alma- 
cenada en los enlaces covalentes se transforma en la energía cinética de 
la contracción muscular y en la energía eléctrica de la transmisión ner- 
viosa, respectivamente. En todas las células, la energía potencial —libe- 
rada por la ruptura de ciertos enlaces químicos— es usada para generar 
energía potencial en la forma de gradientes de concentración y de po- 
tencial eléctrico. Similarmente, la energía almacenada en los gradien- 
tes de concentración químicos o de potencial eléctrico se utiliza para 
sintetizar enlaces químicos o para transportar moléculas de un lado 
de la membrana a otro para generar un gradiente de concentración. El 
último proceso se produce durante el transporte de nutrientes, como 
la glucosa, dentro de ciertas células y durante el transporte de muchos 
productos de desecho fuera de estas. 

Debido a que todas las formas de energía son convertibles entre 
ellas por otras de igual significación, pueden expresarse en las mismas 
unidades de medición. Aunque la unidad estándar de energía es el 
joule, los bioquímicos tradicionalmente utilizan una unidad alterna- 
tiva, la caloría(1 joule = 0,239 calorías). Una caloría es la cantidad de 
energía necesaria para elevar la temperatura de un gramo en el agua en 
| *C. A través de todo este libro, se utilizará la “kilocaloría” para medir 
las variaciones de energía (1 kcal = 1 000 calorías). 

Cuando usted lea o escuche acerca de las “Calorías” en los alimen- 
tos (nótese la letra mayúscula C), la referencia es casi siempre a kiloca- 
lorías (kcal), como se define aquí. 


El cambio en la energía libre determina si una 
reacción química ocurrirá espontáneamente 


Las reacciones químicas se pueden dividir en dos tipos dependiendo de 
si la energía es absorbida o liberada durante el proceso. En una reacción 
exergónica (“libera energía”), los productos contienen menos energía 
que los reactivos. Las reacciones exergónicas se producen espontánea- 
mente. La energía liberada suele liberarse como calor (la energía del 
movimiento molecular), y, en general, produce una elevación de la 
temperatura, como en la oxidación (la quema) de la madera. En una 
reacción endergónica (“absorbe energía”), los productos contienen 
más energía que los reactivos y se absorbe energía durante la reacción. 
Si no existe una fuente externa de energía para conducir una reacción 
endergónica, esta no ocurre. Las reacciones endergónicas son respon- 
sables de la capacidad de enfriamiento instantáneo que se utilizan para 
tratar una lesión mediante bolsas y que se enfríe rápidamente por de- 
bajo de la temperatura ambiente. Comprimiendo la bolsa, se mezclan 
los reactivos y se inicia la reacción. 

Un concepto fundamental para comprender si una reacción es 
“exergónica” o “endergónica” y, por lo tanto, si se produce de manera 
espontánea o no es la energía libre, G, denominada así en honor a J. W. 
Gibbs. Él recibió el primer doctorado en ingeniería en los Estados Uni- 
dos de América en 1863, al demostrar que “todos los sistemas cambian 
de modo tal que la energía libre [G] sea minimizada”. En otras pala- 
bras, una reacción química se produce de manera espontánea cuando 
la energía libre de los productos es menor que la energía libre de los 
reactivos. En el caso de una reacción química, reactivos + productos, 
la variación de energía libre, la AG, está dada por 
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FIGURA 2-29 Cambios en la energía libre (AG) de las reacciones exer- 
gónicas y endergónicas. (a) En las reacciones exergónicas, la energía libre de 
los productos es menor que la de los reactivos. Por tanto, estas reacciones se 
producen de forma espontánea y la energía liberada a medida que la reacción 
progresa. (b) En las reacciones endergónicas, la energía libre de los productos 
es mayor que la de los reactivos y estas reacciones no ocurren espontánea- 
mente. Se debe suministrar una fuente externa de energía si los reactivos han a 
ser convertidos en productos. 


AG= Goroductos 0 reactivos 
La relación de la AG respecto de la dirección de cualquier reacción quí- 
mica se puede resumir en tres enunciados: 


* Si la AG es negativa, la reacción directa tenderá a ocurrir espontá- 
neamente y la energía, por lo general, será liberada a medida que se 
produzca la reacción (reacción exergónica) (Fig. 2-29). Una reacción 
con una AG negativa se denomina “termodinámicamente favorable”. 


* Si la AG es positiva, la reacción directa río ocurrirá de forma espon- 
tánea; la energía será añadida al sistema a fin de forzar a los reactivos a 
transformarse en productos (reacción endergónica). 


* Si la AG es cero, tanto la reacción directa como la inversa se produ- 
cirán a iguales velocidades y no será espontánea la conversión neta de 
reactivos a productos, o viceversa; el sistema estará en equilibrio. 


Por convención, la variación de energía libre estándar de una reac- 
ción AG”es el valor de la variación de energía libre en condiciones de 
298 grados Kelvin (25 *C), 1 atm de presión, pH 7,0 (como en el agua 
pura), y concentraciones iniciales de 1 M de todos los reactivos y pro- 
ductos; excepto los protones, que se mantienen a 10” M (pH 7,0). La 
mayoría de las reacciones biológicas difiere de las condiciones estándar, 
en particular, en las concentraciones de reactivos que, normalmente, 
son menores a 1 M. 

La energía libre de un sistema químico se puede definir como 
G = H -— TS, donde H es la energía de enlace, o entalpía, del siste- 
ma; Tes su temperatura en grados Kelvin (K); y S es la entropía, una 
medida de su aleatoriedad o desorden. De acuerdo con la segunda ley 
de la termodinámica, la tendencia natural de cualquier sistema es la 
de tornarse más desordenado, es decir, para que se incremente la entro- 
pía. Una reacción puede ocurrir de manera espontánea solo si los efec- 
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tos combinados de variación en entalpia y entropía llevan a disminuir 
la AG. Es decir, si la temperatura permanece constante, una reacción 
procede espontáneamente solo si la variación de energia libre, AG, en 


la siguiente ecuación resulta negativa: 
AG=AH - TAS (2-6) 


En una reacción química exotérmica (“libera calor”), la AH es nega- 
tiva. En una reacción endotérmica (“absorbe calor”), la AH es positi- 
va. Los efectos combinados de los cambios en la entalpia y la entropía 
determinan si la AG para una reacción es positiva O negativa y, por lo 
tanto, si la reacción ocurre de manera espontánea. Una reacción exo- 
térmica (AH < 0), en la cual la entropía aumenta (AS > 0), se produce 
espontáneamente (AG < 0). Una reacción endotérmica (AH > 0) ocu- 
rrirá espontáneamente si la AS se incrementa lo suficiente de manera 
tal que el término TAS pueda superar el valor positivo de la variación 
de la energía de enlace. 

Muchas reacciones biológicas tienden a incrementar el orden, y, en 
consecuencia, a disminuir la entropía (AS < 0). Un ejemplo obvio es 
la reacción que liga los aminoácidos unos con otros para formar una 
proteína. Una solución de moléculas de proteínas tiene una menor en- 
tropía que una solución de los mismos aminoácidos no unidos, debi- 
do a que el movimiento libre de cualquier aminoácido en una proteína 
está más restringido (mayor orden) cuando está unido y forma parte 
de una cadena larga respecto de cuando no lo está. Así, cuando las 
células sintetizan polímeros, como las proteínas a partir de sus monó- 
meros constituyentes, la reacción de polimerización solo será espon- 
tánea si las células pueden transferir eficientemente la energía tanto 
para generar los enlaces que mantienen a los monómeros juntos como 
para superar la pérdida de entropía que acompaña la polimerización. 
A menudo, las células realizan esta tarea al “acoplar” tales reacciones 
sintéticas que disminuyen la entropía con reacciones independientes 
que tienen una AG negativa muy alta (véase a continuación). En este 
sentido, las células pueden convertir fuentes de energía de sus entor- 
nos en la síntesis de estructuras altamente organizadas y en vías meta- 
bólicas que son esenciales para la vida. 

La variación real en energía libre AG durante una reacción está in- 
fluenciada por la temperatura, por la presión, y por las concentraciones 
iniciales de reactivos y de productos; y, por lo general, difieren de sus 
variaciones de energía libre estándares AG”. Muchas reacciones bio- 
lógicas —así como otras que tienen lugar en soluciones acuosas— tam- 
bién se ven afectadas por el pH de la solución. Se pueden estimar las 
variaciones en energía libre para la temperatura y las concentraciones 
iniciales que difieran de las condiciones estándar utilizando la siguiente 


ecuación 
AG=AG? + RTInQ=AG” + RTin [Productos], 7) 
[reactivos] 


donde R es la constante gaseosa de 1 987 cal/(grado-mol), T es la 
temperatura (en grados Kelvin), y Q es la relación inicial entre pro- 
ductos y reactivos. Para una reacción A + B £< C, en la cual dos mo- 
léculas se combinan para formar una tercera, Q en la Ecuación 2-7 es 
igual [C]/[A][B]. En este caso, un aumento en la concentración inicial, 
tanto de [A] como de [B], resultará en un valor negativo más grande 
para la AG y, por lo tanto, la reacción tenderá espontáneamente a ocu- 
rrir hacia la formación de C. 

Independientemente de la AG” para una reacción bioquímica par- 
ticular, esta procederá de manera espontánea dentro de las células solo 


si la AGes negativa, dada las concentraciones intracelulares de los reac- 
tivos y de los productos. Por ejemplo, la conversión de gliceraldehído 
3-fosfato (G3P) en dihidroxiacetona fosfato (DHAP), dos intermedia- 
rios en la degradación de la glucosa, 


G3P — DHAP 


tiene una AG” de —1 840 cal/mol. Si las concentraciones iniciales de G3P 
y DHAP son iguales, entonces AG = AG” debido a que RTIn1 = 0; en 
esta situación, la reacción reversible G3P+S5DHAP procederá espontá- 
neamente en la dirección de formación de DHAP hasta alcanzar el equi- 
librio. Sin embargo, si la [DHAP] es 0,1 M y la [G3P] es 0,0001 M, con 
otras condiciones estándares, entonces Q en la Ecuación 2-7 es igual a 
0,1/0,001 = 100, dado una AG de +887 cal/mol. En estas condiciones, la 
reacción procederá en la dirección de formación de G3P. 

La AG para una reacción es independiente de la velocidad de reac- 
ción. En efecto, en condiciones fisiológicas normales, muy pocas, si al- 
guna, de las reacciones bioquímicas necesarias para sustentar la vida 
podrían ocurrir sin algunos mecanismos para incrementar las veloci- 
dades de reacción. Como se describe a continuación y en más detalle 
en el Capítulo 3, las velocidades de reacción en los sistemas biológicos 
suelen estar determinadas por la actividad de las enzimas: las proteínas 
catalizadoras que aceleran la formación de productos a partir de reacti- 
vos sin alterar el valor de la variación de la energía libre. 


La AG” de una reacción se puede calcular 
a partir de su Kg 


Una mezcla química en el equilibrio está en estado estable de energía 
libre mínima. Para un sistema en el equilibrio (AG = 0, Q = K.,), se 


puede escribir 


AG” = -2.3RT log K,, = -1362 log K., (2-8) 


en condiciones estándar (nótese el cambio a logaritmo en base 10). Por 
lo tanto, si se determinan las concentraciones de los reactivos y de los 
productos en el equilibrio (es decir, la K.¿), se puede calcular el calor de 
la AG”. Por ejemplo, la K.¿ para la conversión entre el gliceraldehído 
3 fosfato en dihidroxiacetona fosfato (G3P+5DHAP) es 22,2 en con- 
diciones estándar. Al sustituir este valor en la Ecuación 2-8, se puede 
calcular fácilmente la AG” para esta reacción en —1 840 cal/mol. 

Si se reordena la Ecuación 2-8 y se aplica el antilogaritmo, se ob- 


tiene 


Ko, = 100 RT) (2-9) 


A partir de esta expresión, queda claro que si la AG”es negativa, el 
exponente será positivo y, en consecuencia, la K., será mayor que 1. Por 
lo tanto, en el equilibrio, existirán más productos que reactivos; en otras 
palabras, se favorece la formación de productos a partir de reactivos. 

A la inversa, si la AG” es positiva, el exponente será negativo y la Ka 


será menor que 1. La relación entre la K,¿ y la AG” enfatiza, además, la 
influencia de las energías libres relativas de los reactivos y de los productos 
en el grado en el que se producirá una reacción de manera espontánea. 


La velocidad de una reacción depende de la 
energía de activación necesaria para energizar 
los reactivos durante un estado de transición 


A medida que una reacción química avanza, los reactivos se aproximan 


unos a otros; algunos enlaces comienzan a formarse y otros a rom- 
perse. Una manera de pensar el estado de las moléculas durante esta 
transición es que existen tensiones en las configuraciones electrónicas 
de los átomos y de sus enlaces. El conjunto de los átomos se mueve 
desde un estado relativamente estable de los reactivos hasta este estado 
transitorio, intermedio, de alta energía, durante el curso de la reacción 
(Fig. 2-30). El estado durante una reacción a la cual el sistema está en su 
nivel más alto de energía se denomina estado de transición, y el con- 
junto de los reactivos en ese estado se denominan intermediarios del 
estado de transición. La energía necesaria para excitar a los reactivos 
hasta su estado de mayor energía se denomina energía de activación 
de la reacción. La energía de activación suele estar representada por la 
AG*, análoga a la representación de la variación en la energía libre de 
Gibbs (AG), que se analizó. A partir del estado de transición, el conjun- 
to de átomos puede liberar energía ya sea a medida que se forman los 
productos de reacción o a medida que los átomos “vuelven hacia atrás” 
a formar los reactivos originales. La velocidad (V) a la cual se generan 
los productos a partir de los reactivos durante la reacción bajo un con- 
junto de condiciones dadas (temperatura, presión, concentración de 
reactivos) dependerá de la concentración de material en el estado de 
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FIGURA 2-30 La energía de activación de las reacciones químicas 
catalizadas y no catalizadas. Esta vía de reacción hipotética (azul) describe 
los cambios en la energía libre, G, a medida que transcurre la reacción. Una 
reacción ocurrirá espontáneamente si la energía libre (G) de los productos 

es menor que la de los reactivos (AG < 0). Sin embargo, todas las reacciones 
químicas proceden a través de uno (como se muestra aquí) o de más estados 
de transición de alta energia, y la velocidad de una reacción es inversamente 
proporcional a la energía de activación (AG*), que es la diferencia en energía 
tibre entre los reactivos y el estado de transición. En una reacción catalizada 
(rojo), las energías libres de los reactivos y de los productos no cambian, pero la 
energía libre del estado de transición es más baja, por lo que se incrementa de 
este modo la velocidad de la reacción. 
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transición, que, a +u vez, dependerá de la energia de activacion + ly | 


constante de velocidad característica (via la cual el estado de transición 
es convertido en productos, Cuanta más alta es la energía de transición, 
menor es la fracción de reactivos que alcanzan el estado de transicion > 
más lenta es la velocidad de la reacción. La relación entre la concentra- 
ción de los reactivos, v, y la Ves 


M5 /2,3R1 


V = v [reactivos] x 10 


A partir de esta ecuación, se puede ver que disminuir la energia 
de activación —es decir, al disminuir la energía libre del estado de 
transición de la AG*— lleva a una aceleración de la velocidad de la 
reacción global V. Una reducción en la AG* de 1,36 kcal/mol conduce 
a un aumento de 10 veces en la velocidad de la reacción, mientras 
que una reducción de 2,72 kcal/mol produce un incremento de la ve- 
locidad de 100 veces. Por lo tanto, cambios relativamente pequeños 
en la AG* pueden producir grandes cambios en la velocidad global 
de la reacción. 

Los catalizadores como las enzimas (analizadas en el Cap. 3) 
aceleran las velocidades de la reacción al disminuir la energía rela- 
tiva del estado de transición y, por lo tanto, la energía de activación 
necesaria para alcanzarla (véase la Fig. 2-30). Las energías relativas 
de los reactivos y los productos determinan si una reacción es ter- 
modinámicamente favorable (AG negativa), mientras que la energía 
de activación determinará cuán rápido se forman los productos, es 
decir, su cinética de reacción. Las reacciones termodinámicamente 
favorables no ocurrirán a velocidades apreciables si las energías de 
activación son demasiado altas. 


La vida depende del acoplamiento 
de reacciones químicas desfavorables 
con otras energéticamente favorables 


Muchos procesos en las células son energéticamente desfavorables 
(AG > 0) y no procederán de manera espontánea. Como ejemplo, se 
pueden citar la síntesis del DNA a partir de nucleótidos y el trans- 
porte de una sustancia a través de la membrana plasmática desde una 
concentración más baja hacia una más alta. Las células pueden llevar 
a cabo una reacción que requiere energía, o endergónica (AG, > 0), 
mediante el acoplamiento de esta a una reacción que libera energía; 
o exergónica (AG, < 0), si la suma de las dos reacciones tiene una AG 
neta global negativa. 

Suponiendo, por ejemplo, que la reacción A == B + X tiene una 
AG de +5 kcal/mol y que la reacción X == Y + Z tiene una AG de —10 
kcal/mol: 


()A= B+X 
(2) x= Y+Z 


Suma: A —= B+Y+Z 


AG= +5 kcal/mol 
AG= -10 kcal/mol 


AG” = —5 kcal/mol 


En ausencia de la segunda reacción, habría mucho más A que B 
en el equilibrio. Sin embargo, debido a que la conversión de X en Y 
+ Z es una reacción favorable, provocará que el primer proceso esté 
desplazado hacia la formación de B y el consumo de A. Las reacciones 
energéticamente desfavorables en las células suelen estar acopladas a la 
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La hidrólisis de ATP libera una cantidad 
sustancial de energía libre y conduce 
muchos procesos celulares 


En cast todos los l nucleotido adenosina trifosfato 


o ATP () 


almacenamiento transtorio y la subsecuente transterencia de ener 


Organismos, « 


¿es la molecula mas importante para la captura 


para realizar “trabajo” (p. ej, para la biosintesis v el movimiento meca 

nico). Comunmente conocido como una “moneda” de energia celular, 
el ATP es un tipo de energia utilizable que las celulas pueden “gastar” 
con el fin de llevar a cabo sus actividades. La ilustre historia del ATP 
comienza con su descubrimiento en 1929, aparentemente de torma si 

multánea por Kurt Lohmann, quien trabajaba con el gran bioquimico 
Otto Meyerhof en Alemania y quien lo publicó primero, y por Cyrus 
Fiske y Yellagaprada SubbaRow en los Estados Unidos de America. En 
1930, se demostró que las contracciones musculares eran dependientes 
de ATP. La propuesta de que el ATP es el principal intermediario para 
la transferencia de energía en las células se le atribuye a Fritz Lipmann, 
alrededor de 1941. Se otorgaron muchos premios Nobel por el estudio 
del ATP y su función en el metabolismo energético celular, y su im- 
portancia para comprender la biología molecular y celular no debe ser 
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FIGURA 2-31 Hidrólisis del adenosin trifosfato (ATP). Los dos enlaces 
fosfoanhidridos (rojo) en el ATP (arriba), que unen los tres grupos fosfato, cada 
uno tiene una AGO de alrededor de —7,3 kcal/mol para la hidrólisis. La hidrólisis 
del enlace fosfoanhídrido terminal mediante la adición de agua produce la 
liberación de fosfato y la generación de adenosina difosfato. La hidrólisis de 
los enlaces fosfoanhídridos de la ATP en especial de los terminales, es la fuente 
de energía que conduce muchas reacciones que requieren energía en los 
sistemas biológicos. 


sobredimensionada. 
La energía útil en una molécula de 
fosfodiésteres, que son en] 
densación de dos molé 


ATP está contenida en los enlaces 
aces covalentes formados a partir de la con- 
culas de fosfato por la pérdida de agua: 


O O 
ep + —. =— 
E 
O O 
O =h-0=p=0" + H,0 
¡0 o” 


Como se muestra en la Figura 2-31, una molécula de ATP tiene dos 
enlaces fosfoanhídridos claves (también llamado “fosfodiésteres”). La 
formación de estos enlaces en el ATP requiere un aporte de energía. 
Cuando estos enlaces se hidrolizan, o se rompen por la adición de agua, 
esa energía se libera. La hidrólisis de un enlace fosfoanhídrido (repre- 
sentado por el símbolo —) en cada una de las siguientes reacciones tiene 
una AG” altamente negativa de alrededor de -7,3 kcal/mol: 


Ap-p-p + H,0 > Ap-p +P, + H* 
(ATP) (ADP) 
Ap-p-p + H20 > Ap + PP, + H* 
(ATP) (AMP) 
Ap-p + H,0 > Ap+P¡+ H* 
(ADP) (AMP) 


En estas reacciones que se producen en los sistemas biológicos, Pi re- 
presenta el fosfato inorgánico (PO,?”) y PP; para el pirofosfato inor- 
gánico, dos grupos fosfato unidos por un enlace fosfoanhídrido. Al 
principio de las dos reacciones mostradas, la eliminación de un fosfato 
o de un grupo pirofosfato del ATP deja adenosina difosfato (ADP) o 
adenosina monofosfato (AMP), respectivamente. 

Un enlace fosfoanhídrido u otro “enlace de alta energía” (común- 
mente denotado por —) no es intrínsecamente diferente de otros enla- 
ces covalentes. Los enlaces de alta energía simplemente liberan cantida- 
des sustanciales de energía cuando se hidrolizan. Por ejemplo, la AG” 
para la hidrólisis de un enlace fosfoanhídrido en el ATP (7,3 kcal/ 
mol) es más de tres veces la AG” para la hidrólisis del enlace fosfoéster 
(rojo) en el glicerol 3-fosfato (-2,2 kcal/mol): 


1 
ll 
HO —P—0— CH, —CH— CH¿0H 
O” 
Glicerol 3-fosfato 


La razón principal de esta diferencia es que el ATP y sus productos de 
hidrólisis ADP y del Pi están altamente cargados a pH neutral. Duran- 
te la síntesis de ATP, se necesita un gran aporte de energía para forzar 
las cargas negativas del ADP y del Pi a juntarse. Por el contrario, toda 
esta energía se libera cuando el ATP es hidrolizado en ADP y Pi. En 


comparación, la formación de enlace fosfoéster entre un hidroxilo sin 
carga en el glicerol y un Pi requiere menos energía, y se libera menos 
energía cuando este enlace es hidrolizado. 

Las células han desarrollado mecanismos mediados por proteínas 
para la transferencia de energía libre liberada por la hidrólisis de en- 
laces fosfoanhídridos a otras moléculas; esto conduce así a reacciones 
que, de otra manera, serían energéticamente desfavorables. Por ejem- 
plo, si la AG para la reacción B + C > D es positiva pero menor que 
la AG para la hidrólisis del ATP, la reacción puede transcurrir hacia la 
derecha mediante el acoplamiento de esta misma con la hidrólisis del 
enlace fosfoanhídrido terminal en el ATP. En un mecanismo común 
de tal acoplamiento energético, parte de la energía almacenada en este 
enlace fosfoanhídrido es transferida a uno de los reactivos mediante 
la ruptura del enlace en el ATP y la formación de un enlace covalente 
entre el grupo fosfato liberado y uno de los reactivos. El intermedia- 
rio fosforilado generado de esta manera puede luego reaccionar con Cc 
para formar D + P; en una reacción que tiene una AG negativa: 


B + Ap-p-p > B-p + Ap-p 
B-p+C0>C+P 


La reacción total 
B+C+ATP — D+ADP +P; 


es energéticamente favorable (AG< 0). 

Un mecanismo alternativo de acoplamiento energético es usar la 
energía liberada por la hidrólisis de ATP para cambiar la conforma- 
ción de la molécula a un estado con tensión “rico en energía”. A su vez, 
la energía almacenada como tensión conformacional puede liberarse 
a medida que la molécula se “relaja” y regresa a su conformación sin 
tensión. Si el proceso de relajación puede acoplarse de forma mecánica 
a otra reacción, la energía liberada puede aprovecharse para llevar a 
cabo procesos celulares importantes. 

Al igual que con muchas reacciones biosintéticas, el transporte de 
moléculas hacia el interior o el exterior de la célula suele tener una 
AG positiva y, por lo tanto, requiere un aporte de energía para proce- 
der. Tales reacciones de transporte simple no involucran directamente 
la formación o la ruptura de enlaces covalentes; así, la AG” resulta 0. 
En el caso de una sustancia que se mueve hacia dentro de una célula, la 
Ecuación 2-7 se convierte en 

[C 


] 
AG = RT In interior Ñ 
| (2-10) 


exterior 


donde [Cinterior] €s la concentración inicial de la sustancia dentro de la 
célula y [Coxrerior) es Su Concentración fuera de la célula. A partir de la 
Ecuación 2-10, se puede ver que la AG es positiva para el transporte de 
una sustancia hacia dentro de una célula en contra de su gradiente de 
concentración (cuando [Cinterior] > [Cexterioy)); la energía para conducir 
tal transporte “cuesta arriba” suele estar suministrada por la hidrólisis 
de ATP. Por el contrario, cuando una sustancia se mueve a favor de su 
gradiente de concentración ([Coxterior] > [Cinterior)), la AG es negativa. 
Tal transporte “cuesta abajo” libera energía que puede acoplarse a una 
reacción que necesita energía, por ejemplo, el movimiento de otra sus- 
tancia cuesta arriba a través de la membrana o la síntesis de ATP en sí 
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misma (véanse los Capítulos 11 y 12). 
El ATP es generado durante la fotosíntesis 
y la respiración 


El ATP es hidrolizado en forma continua para proporcionar energía para 
muchas actividades celulares. Algunas estimaciones sugieren que los se- 
res humanos hidrolizan cada día una masa de ATP igual a la totalidad 
de su peso corporal. Claramente, para continuar funcionando, las célu- 
las deben reabastecer de manera continua su suministro de adenosina 
trifosfato. El reabastecimiento constante de ATP requiere que las células 
continuamente obtengan energía de su entorno. Para casi todas las célu- 
las, la fuente principal de energía usada para sintetizar ATP es la luz solar. 
Algunos organismos pueden usar la luz solar directamente. A través del 
proceso de fotosíntesis, las plantas, las algas y ciertas bacterias fotosinté- 
ticas atrapan la energía lumínica y la utilizan para sintetizar ATP a partir 
de ADP y P,. Mucho del ATP producido por fotosíntesis es hidrolizado 
para proporcionar energía para la conversión de dióxido de carbono en 
azúcares de seis carbonos, un proceso llamado fijación del carbono: 


6 CO, + 6 H,O — C¿H,,04 + 6 O, + energía 


Los azúcares sintetizados durante la fotosíntesis son una fuente de 
alimento y, por lo tanto, de energía para las plantas u otros organismos 
fotosintéticos que la realizan; y para los organismos no fotosintéticos, 
como los animales, ya sea que consumen las plantas directamente, o 
indirectamente al ingerir otros animales que hayan consumido plantas. 
De esta forma, la luz solar es la fuente directa o indirecta de energía 
para la mayoría de los organismos (véase el Cap. 12). 

En las plantas, los animales, y casi todos los organismos, la energía 
libre en los azúcares y en otras moléculas derivadas de los alimentos se 
libera en los procesos de glucólisis y respiración celular. Durante la 
respiración celular, las moléculas ricas en energía de los alimentos (p. 
ej., la glucosa) son oxidadas a dióxido de carbono y agua. La oxidación 
completa de la glucosa 


C¿H,20, + 6 O, >6 CO, + 6 H¿O 


tiene una AG” de -686 kcal/mol y es la inversa de la fijación fotosinté- 
tica del carbono. Las células utilizan un conjunto elaborado de reaccio- 
nes mediadas por proteínas para acoplar la oxidación de una molécula 
de glucosa con la síntesis de hasta 30 moléculas de ATP a partir de 30 
moléculas de ADP. Esta degradación (catabolismo) de la glucosa de- 
pendiente de oxígeno (aeróbica) es la principal vía para generar ATP 
en todas las células animales. El catabolismo de los ácidos grasos tam- 
bién puede ser una fuente importante de ATP, 

En el Capítulo 12, se analizaran los mecanismos de la fotosíntesis y 
de la respiración celular. 

Aunque la energía lumínica capturada durante la fotosíntesis es 
la fuente primaria de energía química para las células, no es la única 
fuente. Ciertos microorganismos que viven en el interior o alrededor 
de las fosas oceánicas profundas, donde la luz solar adecuada falta por 
completo, obtienen la energía para convertir la ADP y el P, en ATP 
a partir de la oxidación de compuestos inorgánicos reducidos. Estos 
compuestos reducidos se originan en las profundidades de la tierra y 
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son liberados en las fosas. 


El NAD* y el FAD se acoplan a muchas 
reacciones biológicas de oxidación y reducción 


En muchas reacciones químicas, los electrones son transferidos desde 
un átomo o molécula a otro; esta transferencia puede, o no, estar acom- 
pañada de la formación de nuevos enlaces químicos o de la liberación 
de energía, que puede acoplarse a otras reacciones. La pérdida de elec- 
trones de un átomo o de una molécula se denomina oxidación, y la 
ganancia de electrones por parte de un átomo o molécula se denomina 
reducción. Un ejemplo de oxidación es la eliminación de electrones de 
los grupos sulfhidrilos de dos cisteínas para formar un enlace disul- 
furo, como se describió en la Sección 2.2. Debido a que los electrones 
no se crean ni se destruyen en una reacción química, si un átomo o 
molécula se oxida, otro se debe reducir. Por ejemplo, el oxígeno extrae 
electrones de los iones Fe?* (ferroso) para formar ¡ones Fe”* (férrico): 
una reacción que se produce como parte de un proceso por el cual los 
hidratos de carbono son degradados en las mitocondrias. Cada átomo 
de oxígeno recibe dos electrones, uno de cada ¡on Fe”*: 


2 Fe?* + 14 O, — 2 Fe?* + 0? 


Así, el Fe?* se oxida y el O, se reduce. Tales reacciones, en las cuales 
una molécula se reduce y otra se oxida, suelen denominarse reacciones 
rédox. El oxígeno es un aceptor de electrones en muchas reacciones en 
las células en condiciones aeróbicas. 

Muchas reacciones de oxidación y reducción importantes bioló- 
gicamente involucran la eliminación o la adición de átomos de hidró- 
geno (protones más electrones), en lugar de la transferencia aislada 
de electrones por sí solos. La oxidación del succinato a fumarato, que 
también se produce en las mitocondrias, es un ejemplo (Fig. 2-32). Los 
protones son solubles en soluciones acuosas (como H,0*), pero los 
electrones no, y deben ser transferidos directamente desde un átomo o 
molécula a otro sin un intermediario que se disuelva en agua. En este 
tipo de reacción de oxidación, los electrones suelen ser transferidos a 
moléculas pequeñas que transportan electrones, algunas veces llama- 
das “coenzimas”. Los transportadores de electrones más comunes son la 
NAD* (nicotinamida adenina dinucleótido), que se reduce a NADH, 
y la FAD (flavina adenina dinucleótido), que se reduce a FADH, (Fig. 
2-33). Las formas reducidas de estas coenzimas pueden transferir pro- 
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FIGURA 2-32 Conversión de succinato a fumarato. En este estado de 
oxidación, que se produce en la mitocondria como parte del ciclo del ácido car- 
boxílico, el succinato pierde dos electrones y dos protones. Estos son transferidos 
al FAD, y lo reducen a FADH,. 
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FIGURA 2-33 Las coenzimas transportadoras de electrones NAD+ y 

FAD. (a) El NAD* (nicotinamida adenina dinucleótido) se reduce a NADH por la 
adición de dos electrones y un protón simultáneamente En muchas reacciones 
biológicas rédox, se elimina un par de átomos de hidrógeno (dos protones y 
dos electrones) de una molécula. En algunos casos, uno de los protones y am- 
bos electrones son transferidos a la NAD*; el otro protón se libera a la solución 


tones y electrones a otras moléculas y reducirlas. 
Para describir las reacciones rédox como la reacción de ¡on ferro- 


+ . 2 . e. o ye 0% 
so (Fe”*) y oxígeno (O,), lo más sencillo es dividir la reacción en dos 
mitades: 


Oxidación del Fe**: 2 Fe*t Sy 2 Fe? +42 e 
Reducción del O,: 2e7 +4 0,6507 


En este caso, el oxígeno reducido (O?”) reacciona rápidamente con dos 
protones para formar una molécula de agua (HO). La facilidad con la 
cual un átomo o molécula gana un electrón es su potencial de reduc- 
ción E. La tendencia a perder electrones, el potencial de oxidación, 
tiene la misma magnitud pero el signo opuesto que el potencial de re- 
ducción para la reacción inversa. 

Los potenciales de reducción se miden en volts (V) a partir de un 
punto cero arbitrario establecido como el potencial de reducción de la 
siguiente mitad de reacción en condiciones estándar (25 *C, 1 atm, y 
reactivos a 1 M): 

reducción 


Ht+e === 'v4H 


oxidación 


” 


El valor de E para una molécula o un átomo en condiciones estándar 
es su potencial de reducción estándar, E”. Una molécula o ion con un 
E? positivo tiene mayor afinidad por los electrones que el ion H* en 
condiciones estándar. Contrariamente, una molécula o ion con un ED 
negativo tiene una menor afinidad por los electrones que el ion H* en 
condiciones estándar. Al igual que los valores para la AG”, los poten- 
ciales de reducción estándar pueden diferir de los hallados en condicio- 
nes celulares debido a que las concentraciones de los reactivos en una 
célula no son 1 M. 

En una reacción rédox, los electrones se mueven espontáneamen- 
te hacia átomos o moléculas que tienen potenciales de reducción más 
positivos. En otras palabras, una molécula que tiene un potencial de re- 
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(b) El FAD (flavina adenina dinucleótido) se reduce a FADH) por la adición de 
dos electrones y dos protones, como sucede cuando el succinato es converti- 
do a fumarato (véase la Fig_ 2-32). En esta reacción de dos pasos, la adición de 
un electrón junto con un protón genera primero un intermediario semiqui- 
nona de vida corta (no se muestra), que luego acepta un segundo electrón y 
protón 


ducción más negativo puede transferir electrones de manera espontá- 
nea, o reducirse, a una molécula con un potencial de reducción más po- 
sitivo. En este tipo de reacción, la variación en el potencial eléctrico AE 
es la suma de los potenciales de reducción y de oxidación para las dos 
mitades de reacciones. El AE para una reacción rédox está relacionado 
con la variación de la energía libre AG mediante la siguiente expresión: 


AG (cal/mol) = —n (23,064) AE (volts) (2-11) 


donde n es el número de electrones transferidos. Nótese que una reac- 
ción rédox con un valor positivo de AE tendrá una AG negativa y, por 
lo tanto, tenderá a proceder espontáneamente de izquierda a derecha. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 2.4 
Energética bioquímica 


* La variación de la energía libre, AG, es la medida más útil para predecir el 
potencial de las reacciones químicas que han de ocurrir de manera espon- 
tánea en los sistemas biológicos. Las reacciones químicas tienden a pro- 
ceder espontáneamente en la dirección para la cual la AG es negativa. La 
magnitud de la AGes independiente de la velocidad de reacción. Una reac- 
ción con una AG negativa se denomina “termodinámicamente favorable”. 


* La variación de la energía química libre, AG”, es igual a -2,3 RTlog 
K.¿, Por lo tanto, el valor de la AG” se puede calcular a partir de las 


concentraciones de los reactivos y de los productos determinadas expe- 
rimentalmente durante el equilibrio. 


* La velocidad de una reacción depende de la energía de activación 
necesaria para energizar reactivos hasta un estado de transición. Los 
catalizadores, como las enzimas, aceleran las reacciones al disminuir la 
energía de activación del estado de transición. 
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* Una reacción química que tiene una AG positiva puede proceder si se 
acopla con una reacción que tenga una AG negativa de mayor magnitud. 


« Muchos procesos celulares desfavorables energéticamente se producen 
por hidrolisis de enlaces fosfoanhídridos en el ATP (véase la liz 2-31). 


* Directa o indirectamente, la energía lumínica capturada durante la 
fotosíntesis en plantas, algas y bacterias fotosintéticas es la fuente prin- 
cipal de energía química para casi todas las células. 


« Una reacción de oxidación (pérdida de electrones) siempre está aco- 
plada con una reacción de reducción (ganancia de electrones). 


+ Las reacciones de oxidación y reducción biológicas suelen estar aco- 
pladas a coenzimas transportadoras de electrones como el NAD* y el 


FAD (véase la big. 2-33). 


» Las reacciones de oxidación-reducción con una AE positiva tienen 
una AG negativa y, por lo tanto, tienden a proceder de manera espon- 


tánca. 
Palabras clave 
ácido 46 hidrófilo 23 
adenosina trifosfato hidrófobo 23 
(ATP) 52 efecto hidrófobo 31 
átomo de carbono QU (Cy) 33 interacciones iónicas 28 
aminoácido 33 complementariedad 
anfipático 23 molecular 32 
base 46 monómero 33 
solución amortiguadora (tampón) 47 monosacárido 37 
catalizador 43 interacciones 
energía química no covalentes 24 
potencial 49 nucleósido 37 
enlace covalente 24 nucleótido 37 
reacción de deshidratación 33 oxidación 54 
dipolo 26 pH 45 
constante de disociación enlace 
(Ky) 45 fosfoanhídrido 52 
enlace disulfuro 35 fosfoglicérido 40 
endergónica 49 bicapa fosfolipídica 40 


endotérmica 50 polar 26 


acoplamiento energético 53 polímero 33 


entalpía (H) 50 reacción rédox 54 
entropía (S) 50 reducción 54 
constante de equilibrio saturada 40 

(Ko) 49 estado estacionario 44 
exergónico 49 estereoisómero 25 
exotérmico 50 estado de transición 51 
ácidos grasos 40 insaturado 40 
AG (variación de la energía libre) 49 interacción de van 
enlace de hidrógeno 28 der Waals 30 
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Revisión de los conceptos 


l. La salamanquesa es un reptil con una capacidad asombrosa para 
escalar superficies lisas, incluyendo vidrio. Descubrimientos recientes 
indican que las salamanquesas se adhieren a las superficies lisas a tra- 
vés de interacciones de van der Waals entre tabiques en sus pies y la 
superficie lisa. ¿Cómo es este método de adhesión ventajoso sobre las 
interacciones covalentes? Dado que las fuerzas de van der Waals están 
entre las interacciones moleculares más débiles, ¿cómo los pies de las 
salamanquesa se adhieren de forma tan eficiente? 


2. El canal de K* es un ejemplo de una proteína transmembrana (una 
proteína que atraviesa la bicapa fosfolipídica de la membrana plasmá- 
tica). ¿Qué tipos de aminoácidos son más probables encontrar en (a) 
el recubrimiento interno del canal a través del cual pasan los K*, (b) el 
contacto con el centro hidrófobo de la bicapa fosfolipídica que contie- 
ne grupos acilos, (c) en el dominio citosólico de la proteína, (d) en el 
dominio extracelular de la proteína? 


3. V-M-Y-F-E-N: estas son las abreviaturas de algunos aminoácidos: una 
letra para cada péptido. ¿Cuál es la carga neta de este péptido a pH 7,0? 
Una enzima denominada proteína tirosincinasa puede adherir fosfatos a 
los grupos hidroxilos de la tirosina. ¿Cuál es la carga neta del péptido a 
pH 7,0 después de que ha sido fosforilado a una tirosincinasa? ¿Cuál es 
la fuente probable de fosfato utilizada por la cinasa para esta reacción? 


4. Los enlaces disulfuros contribuyen a estabilizar la estructura tridi- 
mensional de las proteínas. ¿Qué aminoácidos están involucrados en la 
formación de enlaces disulfuros? La formación de un enlace disulfuro 
¿incrementa o disminuye la entropía (AS)? 


5. En la década de 1960, el fármaco talidomida fue recetado a mujeres 
embarazadas para tratar las náuseas matutinas. Sin embargo, la talido- 
mida causó defectos graves en las extremidades en los niños nacidos de 
algunas mujeres que habían ingerido el fármaco, y se desaconsejó su 
uso para tratar las náuseas matutinas. En la actualidad, se sabe que la 
talidomida se administró como una mezcla de dos compuestos que son 
estereoisómeros, uno de los cuales aliviaba las náuseas y el otro era el 
responsable de los defectos congénitos. ¿Qué son los estereoisómeros? 
¿Por qué dos compuestos estrechamente relacionados tienen efectos fi- 
siológicos tan diferentes? 


6. Nombre el siguiente compuesto. 
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Este nucleótido ¿es un componente del DNA, del RNA o de ambos? 


7. Las bases químicas de la especificidad de 
en los hidratos de carbono exhibidos e 
Los hidratos de carbono tienen e 
tructural. En efecto, la compleji 


grupo sanguíneo residen 
n la superficie de los eritrocitos. 
| potencial para la gran diversidad es- 


: dad estructural de los oligosacáridos 
que se pueden formar a partir de cuatro 


los oligopéptidos que pueden formarse 
¿Qué propiedades de los hidratos de 
diversidad estructural? 


azúcares es mayor que la de 
a partir de cuatro aminoácidos. 
carbono hacen posible esta gran 


8. Calcular el pH de 1 litro de agua pura en el equilibrio. ¡Cómo cam- 
biará el pH después de que se disuelven en el agua 0,008 moles de una 
base fuerte NaOH? Ahora, calcular el pH de una solución acuosa de 
50 mM del ácido débil ácido 3-(N-morfolino) propano1 -sulfónico 
(MOPS) en el cual el 61% del soluto está en su forma de ácido débil y 
el 39% está en la forma de base conjugada MOPS (el pK, para MOPS es 


7,20). ¿Cuál es el pH final después de añadir 0,008 moles de NaOH a 1 
litro de este tampón MOPS? 


9. El amoníaco (NH) es una base débil que, en condiciones ácidas, se 
protona para dar el ion amonio en la siguiente reacción: 


NH, + H* —> NH;,' 


El NH, atraviesa libremente las membranas, incluyendo la de los liso- 
somas. El lisosoma es un orgánulo subcelular con un pH de alrededor 
de 4,5-5,0; el pH del citoplasma es -7,0. ¿Cuál es el efecto en el pH del 
contenido líquido de los lisosomas cuando las células son expuestas 
a amoníaco? Nota: el amoníaco protonado no se difunde libremente 
a través de las membranas. 


10. Considere la reacción de unión L + R —> LR, donde L es un li- 
gando y R es su receptor. Cuando se agrega 1 x 10? M de L a una 
solución que contiene 5 x 107? M de R, el 90% de L se une a la forma 
de LR. ¿Cuál es la K,¿de esta reacción? ¿Cómo será afectada la K., por la 
adición de una proteína que facilita (cataliza) esta reacción de unión? 
¿Qué es la constante de equilibrio de disociación K¿? 


11. ¡Cuál es el estado de ionización del ácido fosfórico en el citoplasma? 
¿Por qué el ácido fosfórico es un compuesto fisiológico tan importante? 


12. La AG” para la reacción X + Y — XY es —] 000 cal/mol. ¿Cuál es 
el AGa 25 *C (298 Kelvin) comenzando con 0,01 M de cada X, Y y XY? 
Sugiera dos formas que podrían hacer que esta reacción sea energéti- 


camente favorable. 


13. De acuerdo con expertos en salud, los ácidos grasos, que provie- 
nen de las grasas animales, son un factor importante que contribuye 
a las enfermedades cardiovasculares. ¿Qué distingue a un ácido graso 
saturado de uno insaturado, y a qué se refiere el término saturado? Re- 
cientemente, los ácidos grasos insaturados trans, O grasas trans, que 
elevan las concentraciones totales de colesterol en el cuerpo, también 
han sido implicadas en las enfermedades coronarias. ¿Cómo difiere el 
estereoisómero cis de la configuración trans, y qué efectos tiene la con- 
figuración cis en la estructura de la cadena de ácido graso? 


14. Las modificaciones químicas de los amin vácidos contribuyen a la di- 
versidad y a la función de las proteínas. Por ejemplo, la y-carboxilación 
de aminoácidos específicos es necesaria para que algunas proteínas 


sean biológicamente activas. ¿Qué aminoácido particular sufre estas 
modificaciones, y cuál es la relevancia biológica? La warfarina —un de- 
rivado de la cumarina, que está presente en muchas plantas— inhibe 
la y-carboxilación de este aminoácido y se utilizó en el pasado como 
veneno contra las ratas. En la actualidad, también se la utiliza clíni- 
camente en los seres humanos. ¿A qué tipo de pacientes se les podría 
recetar warfarina y por qué? 


Análisis de los datos 


1. Durante gran parte del “siglo de las luces”, en la Europa del siglo XVIII, 
los científicos trabajaron con la creencia de que las cosas vivas y el mundo 
inanimado eran fundamentalmente formas diferentes de materia. Luego, 
en 1828, Friedrich Wóhler demostró que él podía sintetizar urea, un pro- 
ducto de desecho de los animales, a partir de los minerales isocianato de 
plata y cloruro de amoníaco. ¡“Puedo sintetizar urea sin los riñones”!, se 
dice que comentó. Del descubrimiento de Wóhler, el químico por exce- 
lencia Justus von Liebig escribió, en 1837, que la “producción de urea de- 
bía considerarse uno de los descubrimientos con el cual comenzaba una 
nueva era en la ciencia”. Apenas más de cien años después, Stanley Miller 
descargó chispas en una mezcla de H,O, CH,, NH), y H, en un esfuerzo 
por simular las condiciones químicas de una atmósfera reducida terres- 

tre ancestral (la chispa imitaba la descarga eléctrica que impacta sobre 
un océano primitivo o *sopa”) e identificó muchas biomoléculas en la 

mezcla resultante, incluyendo aminoácidos e hidratos de carbono. ¿Qué 

sugieren estos experimentos acerca de la naturaleza de las biomoléculas y 
la relación que existe entre la materia orgánica (viva) y la inorgánica (no 

viva)? ¿Qué sugirieron acerca de la evolución de la vida? ¿Qué indican 

acerca del valor de la química en la comprensión de las cosas vivas? 


2. En el siguiente gráfico, se ilustra el efecto que la adición de una base 
fuerte, como el hidróxido de sodio, tiene sobre el pH de una solución 
acuosa de 0,1 M de un aminoácido. Asumir que, antes de la adición de 
cualquier OH”, los aminoácidos disueltos por completo en la muestra es- 
tán en su forma totalmente protonada. La adición de OH” causa el incre- 
mento abrupto esperado en el pH de la solución, hasta que, aproximada- 
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mente entre los 0,03 a 0,07 M de NaOH, el pH de la solución permanece 
casi constante a un pH 1,8 aproximadamente. ¿Qué causa la resistencia 
al cambio del pH en este intervalo? ¿Cómo se denominan las soluciones 
que resisten cambios en el pH? ¿Qué grupo químico orgánico de los ami- 
noácidos es más probable que sea responsable de este fenómeno a un pH 
1,8? La base adicional causa que el pH aumente rápidamente hasta que 
la concentración de la base alcanza los 0,15 M y 0,25 M, puntos en los 
cuales el pH de la solución oscila alrededor de valores de 6 y 9,3, respecti- 
vamente. ¿Cuál es el significado de estos valores de pH? ¿Qué aminoácido 


sospecha usted está siendo titulado? 
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Modelo molecular del proteasoma de la arqueobacteria termófila y acidófila 

T. acidophilium, representada tanto mediante las superficies accesibles al 
solvente (abajo) como por el modelo de cintas (arriba). Los proteasomas son 
máquinas moleculares que digieren proteínas, constituidos por un núcleo 
catalítico medio (rojo, beige y gris) en el que tiene lugar la degradación y dos 
casquetes que son subunidades reguladoras (amarillo y negro), que reconocen 
a las proteínas que han sido marcadas para su destrucción por la adición de 
moléculas de ubicuitina. (Ramón Andrade 3DCiencia/Science Photo Library) 


as proteínas, que son polímeros de aminoácidos, existen en mu- 

chas formas y tamaños. Su diversidad tridimensional refleja prin- 

cipalmente las variaciones en sus longitudes y secuencias de ami- 
noácidos. En general, el polímero lineal no ramificado de aminoácidos 
que compone cualquier proteína se plegará solo en una o en unas po- 
cas formas tridimensionales relacionadas, llamadas conformaciones. 
La conformación de una proteína junto con las propiedades químicas 
distintivas de sus cadenas laterales de aminoácidos determina su fun- 
ción. Dadas sus muchas formas y propiedades químicas diferentes, las 
proteínas pueden desempeñar una cantidad sorprendente de funciones 
distintas, dentro de las células y fuera de ellas, que resultan esenciales 
para la vida o para proporcionar una ventaja evolutiva selectiva a la 
célula o al organismo que las contiene. Por lo tanto, no resulta sorpren- 
dente que la caracterización de las estructuras y actividades de las pro- 
teínas sea un requisito fundamental para comprender cómo funciona 
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la célula, La mayor parte de este libro está dedicada a examinar el modo 
en que las proteínas actúan en conjunto, para que las células puedan 
vivir y funcionar adecuadamente. 

Si bien sus estructuras son diversas, la mayoría de las proteínas 
individuales pueden agruparse en una de unas pocas clases funcio- 
nales amplias. Las proteínas estructurales, por ejemplo, determinan 
las formas de las células y sus ambientes extracelulares y sirven como 
cables-guía o rieles para dirigir el movimiento intracelular de las mo- 
léculas y orgánulos. Habitualmente se forman por el ensamblaje de 
múltiples unidades proteicas en estructuras muy grandes, largas. Las 
proteínas de andamiaje mantienen juntas a otras proteínas en dispo- 
siciones ordenadas, para que desempeñen funciones específicas más 
eficientemente que si no se encontraran ensambladas. Las enzimas 
son proteínas que catalizan las reacciones químicas. Las proteínas de 
transporte de membrana permiten el flujo de iones y de moléculas a 


3.5 Purificación, detección y caracterización de 
proteínas 93 


3.6 Proteómica 106 


través de las membranas celulares. Las proteínas reguladoras actúan 
como señales, sensores e interruptores, para controlar las activida- 
des de las células al alterar las funciones de otras proteínas y genes. 
Las proteínas reguladoras incluyen proteínas de señalización, como 
las hormonas y los receptores de la superficie celular, que transmiten 
las señales extracelulares al interior de la célula. Las proteínas moto- 
ras son responsables del movimiento de otras proteínas, orgánulos, 
células e inclusive organismos completos. Cualquier proteína puede 
ser miembro de más de una clase proteica, como ocurre en el caso de 
ciertos receptores de la superficie celular de señalización, que son tan- 
to enzimas como proteínas reguladoras, porque transmiten señales 
del exterior al interior de las células al catalizar reacciones químicas. 
Para llevar a cabo de forma eficiente sus distintas misiones algunas 
proteínas se ensamblan en complejos de mayor tamaño llamados con 
frecuencia máquinas moleculares. 

¿Cómo desempeñan las proteínas tantas funciones distintas? Lo 
hacen explotando unas pocas actividades simples. Básicamente, las 
proteínas se unen entre sí, a otras macromoléculas, como el DNA y a 
moléculas pequeñas y iones. En muchos casos, esta unión induce un 
cambio de conformación de la proteína que, de ese modo, ejerce in- 
fluencia sobre su actividad. La unión se basa en la complementarie- 
dad molecular entre una proteína y su compañera de unión, según se 
describió en el Capítulo 2. Una segunda actividad clave es la catálisis 
enzimática. El plegamiento apropiado de una proteína ubicará ciertas 
cadenas laterales de aminoácidos y grupos carboxilo y amino de su es- 
queleto, en posiciones que permiten la catálisis de reconfiguración de 
enlaces covalentes. Una tercera actividad implica el plegamiento en un 
canal o poro dentro de una membrana, a través del cual fluyen molécu- 
las y iones. Aunque estas son actividades especialmente cruciales de las 
proteínas, no son las únicas. Por ejemplo, los peces que viven en aguas 
gélidas (el pez polar Pagothenia borchgrevinki y los bacalaos árticos) tie- 
nen unas proteínas anticongelación en los sistemas circulatorios para 
evitar la cristalización del agua. 

La comprensión integral del modo en que las proteínas permi- 
ten que las células vivan y se desarrollen requiere la identificación y 
caracterización de todas las proteínas usadas por una célula. En un 
sentido, los biólogos celulares moleculares desean compilar una “lista 
de componentes” completa de una proteína y construir un “manual 
de usuario” que describa la forma en que funcionan. La compilación 
de un inventario abarcador de las proteínas se ha vuelto posible en 
años recientes al secuenciar genomas —conjunto completo de genes- 
completos de un número creciente de organismos. A partir del aná- 
lisis por ordenador de las secuencias genómicas, los investigadores 
pueden deducir las secuencias aminoacídicas y aproximarse al núme- 
ro de proteinas codificadas (véase (ap. 5). El término proteoma fue 
acuñado para aludir al complemento total de las proteínas de un in- 
dividuo. El genoma humano contiene entre 20 000 y 23 000 genes que 
codifican proteínas, Sin embargo, las variaciones en la producción del 
mRNA tales como el corte y empalme alternativo (véase Cap. 5) y 
más de 100 tipos de modificaciones proteicas, pueden generar cientos 
de miles de distintas proteínas humanas. Al comparar las secuencias 
y estructuras de las proteínas de función desconocida con aquellas 
cuya función se conoce, los científicos con frecuencia pueden deducir 
mucho acerca de lo que hacen estas proteínas. En el pasado, la carac- 
terización de la función proteica por métodos genéticos, bioquímicos 
o fisiológicos, con frecuencia precedía a la identificación de proteínas 
particulares. En la moderna era genómica y proteómica, con frecuen- 
cia se identifica a la proteína antes de determinar su función. 
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FIGURA 3-1 Resumen de la estructura y función de las proteínas. 

(a) Las proteínas tienen una estructura jerárquica. Una secuencia lineal de ami- 
noácidos unidos por enlaces peptídicos (estructura primaria) se pliega en hé- 
lices u hojas locales (estructura secundaria) que se empaquetan en una forma 
tridimensional compleja (estructura terciaria). Algunos polipéptidos indiwdua- 
les se asocian en complejos de múltiples cadenas (estructura cuaternaria) que, 
en algunos casos, pueden ser muy grandes y consistur en decenas a cientos 
de subunidades (complejos supramoleculares). (b) Las proteínas desempeñan 
nurnerosas funciones que incluyen la organización en el espacio tridimen- 
sional del genoma, los orgánulos, el citoplasma, los complejos proteicos y las 
membranas (estructura); el control de la actividad proteica (regulación); la 
monitorización del ambiente y la transmisión de información (señalización) 

el movimento de pequeñas moléculas e iones a traves de las membranas 
(transporte); la catálisis de reacarones químicas (por medio de enzimas) y la 
generación de fuerza para el movimento (mediante proteínas motoras) Estas y 
Gtras funciones surgen de interacciones de unión espeuticas y de cambios de 


conformación en da estructura de yl y protema adecuadamente plegada 


En este capitulo comenzamos nuestro estudio considerando el 
modo en que la estructura de una proteina dara lugar a su función, 
tema que recurrirá durante todo este libro (Li. 5-1). La primera sec- 
ción examina de qué manera las cadenas lineales de Jos bloques es- 
tructurales de aminoácidos se disponen en una jerarquía estructural 
tridimensional. La siguiente sección analiza la forma en que las proteí- 
nas se pliegan en estas estructuras. Luego nos dedicamos a la función 
proteica, fijándonos en las enzimas, la clase especial de proteínas que 
catalizan las reacciones químicas. Se cubren luego diferentes mecanis- 
mos que las células usan para controlar las actividades y el espectro 
vital de las proteínas. El capitulo concluye con un debate acerca de las 
técnicas usadas con frecuencia para identificar, aislar y caracterizar a las 
proteínas e incluye un análisis del Ñoreciente campo de la proteómica. 


1 Es ierá : : 
3. tructura jerárquica de las proteínas 
Una cadena proteica se vlieo. - 
] tabili Era se pliega en una forma tridimensional caracterís- 
ca, estabilizada "inci a . - 
'. Es 11HIZ , a principalmente por interacciones no covalentes entre 
as regiones de la secuencia lineal de aminoácidos. Un concepto clave 
para comprender el modo en que opera una proteína es que la función 


nsional, y la estructura tridimensional 
está determinada tanto por la secuenci 


deriva de la estructura tridime 
las interacciones intramoleculares ma 

dei s no covalentes de una proteína. Los 
principios qué relacionan la estructura y la función biológica fueron 
formulados inicialmente por los biólogos Johann von Goethe (1749- 
1832), Ernst Haeckel (1834-1919) y D'Arcy Thompson (1860-1948), 
cuyo trabajo ha tenido gran influencia en la biología y la ha trascendi- 
do. En realidad, sus ideas ejercieron gran influencia en la escuela de la 
arquitectura “orgánica”, pionera de los inicios del siglo XX reflejada a la 
perfección por la sentencia “la forma hace a la función” (Louis Sulli- 
van) y “la forma es la función” (Frank Lloyd Wright). Aquí considera- 
mos la arquitectura de las proteínas en cuatro niveles de organización: 
primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria (Fig. 3-2), 
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FIGURA 3-2 Cuatro niveles de jerarquía proteica. (a) La secuencia lineal 

de aminoácidos unidos mediante enlaces peptídicos es la estructura primaria. 
(b) El plegamiento de la cadena peptídica en hélices Qu hojas B representa la 
estructura secundaria. (c) Los elementos estructurales secundarios, junto con 
varios bucles y giros en una cadena polipeptídica individual, se empaquetan en 
una estructura estable independiente de mayor tamaño que puede incluir dis- 
tintos dominios; esta es la estructura terciaria. (d) Algunas proteínas consisten 
en más de un polipéptido asociado en una estructura cuaternaria. 


La estructura primaria de una proteína es su 
disposición lineal de aminoácidos 


En el Capitulo 2 analizamos que las proteínas son polímeros construi- 
dos a partir de 20 tipos diferentes de aminoácidos. Los aminoácidos 
individuales están unidos en cadenas lineales no ramificadas mediante 
enlaces amida covalentes, llamados enlaces peptídicos. La formación 
de una enlace peptídico entre el grupo amino de un aminoácido y el 
grupo carboxilo de otro da como resultado la liberación neta de una 
molécula de agua, y así, es una forma de reacción de deshidratación 
(Fig. 3-3a). Los átomos repetidos N amida, carbono aL (C,,) y el C del 
carbonilo y los átomos de oxígeno de cada residuo de aminoácido for- 
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FIGURA 3-3 Estructura de un polipéptido. (a) Los aminoácidos indivi- 
duales se mantienen unidos por enlaces peptidicos que se forman mediante 
reacciones que resultan en la pérdida de agua (deshidratación). R1, R2, etc., 
representan las cadenas bilaterales (“grupos R”) de los arninoácidos. (b) Los 
polímeros lineales de aminoácidos unidos mediante enlaces peptídicos se 
llaman polipéptidos, que tienen un extrerno amino libre (N-terminal) y un extre- 
mo carboxilo libre (C-terminal). (c) Un modelo de esferas y palillos muestra los 
enlaces peptídicos (amarillo) que unen los átomos de nitrógeno (azul) de un 
aminoácido (aa) con el átomo de carbono de un carbonilo (gris) de un carbono 
adyacente de la cadena. Los grupos R (verde) se extienden desde los átomos 
de carbono a (negro) de los aminoácidos. Estas cadenas laterales determinan 
en gran medida las distintas propiedades de las proteínas individuales 
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man el exqqueleto de una molecula proftica, e partir de 


yectan los diversos grupos de las cadenas laterales 
-yueleto muestra direccionalt- 


Como 


consecuencia del enlace peptidico, el « 
Na C, dado que 


referida como una orientación . 


dad, habitualmente 
dos en un mismo lado 


todos los grupos amino 
Así, un extremo de una prolcin 


ado) (N-terminal) y el otro extremo tiene un grupo 
necia de una cadena proteica, por 
rminal a la izquierda y 


se encuentran localiza 
de los átomos €, a tiene un grupo de 


amino libre (no lig 


carboxilo libre ( C-terminal). La secue 


convención, se escribe con su aminoácido N-te 


recha, y los aminoácidos se numeran secuencial- 


el C-terminal á la de 
mente iniciando en el extre 
La estructura primaria de una proteína simplemente es la disposi- 
ción covalente lineal, o secuencia, de los residuos de aminoácidos que 
la componen. La primera estructura primaria de una proteína deter- 
a comienzos de la década de 1950, y ac- 


minada fue la de la insulina 
el número de secuencias conocidas excede los 10 000 000 y 


mo amino terminal. 


tualmente 
crece día a día. Se emplean muchos términos para d 


nas formadas por la polimerización de los aminoáci 
corta de aminoácidos unidos por enlaces peptídicos, con una secuen- 
cia definida, se llama oligopéptido o simplemente péptido; las cadenas 
e designan como polipéptidos. Generalmente, los péptidos 
os de 20-30 residuos de aminoácidos, mientras que los 
ecuencia tienen una extensión de 200-500 residuos. 
La proteína más larga descrita hasta la fecha es la titina del músculo 
con > 35 000 residuos. Generalmente reservamos el término proteína 
para un polipéptido (o complejo de polipéptidos) que tiene estructura 
tridimensional bien definida. 

El tamaño de una proteína o de un polipéptido se expresa como 
su masa en daltons (un dalton es 1 unidad de masa atómica) o como 
su peso molecular (PM), que es un número adimensional, igual a la 
masa expresada en daltons. Por ejemplo, una proteína de PM 10 000 


tiene una masa de 10 000 daltons (Da) o 10 kilodaltons (kDa) Más ade- 
s diferentes métodos para medir 


de las proteínas. Las proteínas 
a tienen un peso molecular 


enotar a las cade- 
dos. Una cadena 


más largas s 
contienen men 
polipéptidos con fr 


lante en este capítulo, consideraremo 
los tamaños y otras características físicas 


codificadas por el genoma de la levadur 
promedio de 52.728 y contienen en promedio 466 residuos de aminoá- 


cidos. El peso molecular promedio de los aminoácidos presentes en las 
proteínas es 113, teniendo en cuenta su abundancia relativa promedio. 
Este valor puede emplearse para asignar el número de residuos de una 
proteína a partir de su peso molecular o, por el contrario, su peso mo- 


lecular a partir del número de residuos. 


Las estructuras secundarias son los elementos 
cruciales de la arquitectura proteica 


El segundo nivel en la estructura jerárquica de las proteínas es la es- 
tructura secundaria. Las estructuras secundarias son configuraciones 
espaciales estables de los segmentos de una cadena polipeptídica, que 
se mantienen juntos mediante puentes de hidrógeno entre los grupos 
amida y carbonilo del esqueleto, y con frecuencia involucran patro- 
nes estructurales repetitivos. Un único polipéptido puede contener 
múltiples tipos de estructuras secundarias en diversas porciones de 
la cadena, dependiendo de su secuencia. Las estructuras secundarias 
principales son la hélice alfa (0), la hoja beta (B) y el giro beta (B) 
corto, en forma de U. Las partes del polipéptido que no integran estas 
estructuras pero sin embargo tienen una forma estable y bien definida, 
se dice que tienen una estructura irregular. El término enrollamiento 
al azar o aleatorio (random coil) se aplica a partes muy flexibles de una 
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torma de hélices (1 y horas P.v TES C 
ras irregular: 5, € spirales Y RITOS. Asi, las hélices (e y las hojas $ $0 
elementos de sostén interno principales de la mayor parte de las protei- 


nas. En esta sección exploramos las formas de las estructuras secunda 


rias y las fuerzas que favorecen su formación. En secciones pomeriores, 


examinamos de qué manera las configuraciones de las estructuras se 


cundarias se pliegan juntos en otros de mavor tamaño, mas complejos, 
llamados estructuras terciarias. 
La hélice a. En un segmento polipeptídico plegado en una hélice (2, el 


esqueleto forma una estructura espiralada, en la cual el átomo de 0xi- 


o de cada enlace peptidico está ligado por puentes de 
hidrógeno de la amida del aminoácido que está 
en la cadena polipeptidica en dirección C- 
todos los grupos carboxilo 


geno del carbonil 
hidrógeno al átomo de 
a 4 residuos de distancia 


1). Dentro de una hélice (£, 
dos mediante puentes de hidrógeno 


| de la hélice. Esta disposición perio- 


terminal (L12 
y amino del esqueleto estén liga 
entre sí, excepto al inicio y al fina 


Amino terminal 


3,6 residuos/vuelta 


Carboxilo terminal 


FIGURA 3-4 La hélice o, una estructura secundaria común de las 
proteínas. El esqueleto del polipéptido (que se muestra como una cinta) está 
plegado en una espiral que se mantiene en su lugar mediante puentes de 
hidrógeno, entre los átomos de oxígeno e hidrógeno del esqueleto. Solo se 
muestran los hidrógenos implicados en los puentes. La superficie externa de la 
hélice está cubierta por los grupos R de las cadenas laterales (verde). 


dica de los enlaces le confiere una direccionalidad amino a carboxi ter- 
lice, porque todos los aceptores 
(es decir, los grupos carbonilo) tienen | 
en la dirección hacia abajo en la Fiy. 


minal a la hé del puente del hidrógeno 
a misma orientación (señalado 
3-1), lo que da como resultado 
a 3,6 residuos hay un giro completo de la 
36 aminoácidos de longitud tiene 10 giros de la 
hélice y 5,4 nm (0,54 nm/giro) de longitud. 


La disposición estable de los aminoácidos unidos mediante puen- 
tes de hidrógeno en la hélice £ mantiene 


una estructura en la que cad 
espiral. Una hélice A de 


al esqueleto recto en forma 
de un bastón, con las cadenas laterales señalando h 


y acia el exterior. La 
calidad relativamente hidrofóbic 


a 0 hidrofílica de una hélice en parti- 
cular, dentro de una proteína, está determinada por completo por las 
características de las cadenas laterales. En las prote 


ínas hidrosolubles, 
las hélices hidrofílicas tienden a encontrarse e 


n las superficies externas, 


donde pueden interactuar con el ambiente acuoso, mientras que las 


hélices hidrofóbicas tienden a estar encerradas dentro de la zona cen- 
tral de la proteína plegada. El aminoácido prolina habitualmente no 
se encuentra en las hélices (Y: porque la unión covalente de su grupo 
amino con un carbono de la cadena lateral evita su participación en la 
estabilización del esqueleto a través puentes de hidrógeno normales. 
Mientras que la hélice Qí clásica es la forma helicoidal más común, e 
intrínsecamente la más estable en las proteínas, hay variaciones tales 
como hélices más estrechamente compactadas o más laxamente enro- 
lladas. Por ejemplo, en una hélice especializada llamada espiral enro- 
llada (que se describe varias secciones más adelante) la hélice está más 
estrechamente enrollada (3,5 residuos y 0,51 nm por vuelta). 


La hoja $ Otro tipo de estructura secundaria, la hoja fB, consiste en 
hebras B unidas lateralmente. Cada hebra $ es un segmento polipeptí- 
dico casi completamente extendido, corto (5 a 8 residuos). A diferencia 
de las hélices Qe, en las que se forma un puente de hidrógeno entre los 
grupos amino y carboxilo del esqueleto entre residuos casi adyacentes, 
los puentes de hidrógeno de la hoja f se establecen entre átomos del es- 
queleto que se encuentran en hebras B adyacentes pero separadas, y se 
orientan perpendicularmente a las cadenas de los átomos del esqueleto 
(Fig. 3-5a). Estas hebras B distintas pueden estar o bien en una misma 
cadena polipeptídica con bucles cortos o largos entre los segmentos 
de la hebra f3, o en diferentes cadenas polipeptídicas en una proteína 
que está compuesta por múltiples polipéptidos. La Figura 3-5b mues- 
tra el modo en que dos o más hebras B se alinean en hileras adyacen- 
tes, formando una hoja plegada PB casi bidimensional (o simplemente 
hoja plegada), en la cual los puentes de hidrógeno dentro del plano 
de la hoja mantienen juntas a las hebras P, mientras que las cadenas 
laterales emergen por encima y por debajo del plano. Al igual que las 
hélices 01, las hebras f tienen una direccionalidad que está definida por 
la orientación del enlace peptídico. Por lo tanto, en una hoja plegada, 
las hebras P adyacentes pueden estar orientadas en la misma dirección 
(paralelas) u opuestas alternantes (antiparalelas) entre sí. En la Figura 
3-54 se puede ver que las orientaciones N a C de las cadenas, indicadas 
por flechas, alternan las direcciones entre las cadenas adyacentes, lo 
cual significa una hoja antiparalela. En algunas protslnas, las hojas p 
forman el suelo de un bolsillo de unión o de un núcleo hidrofóbico; 
en las proteínas embebidas en la membrana las hojas PB se curvan y 
forman un poro hidrofílico central, a través del cual pueden fluir los 


iones y moléculas pequeñas (véase el Cap. 11). 


Giros $ Compuestos por 4 residuos, los giros B se localizan en la super- 
ficie de una proteína formando curvaturas pronunciadas que invierten 
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FIGURA 3-5 La hoja f?, otra estructura secundaria común en las proteí- 
nas. (a) Vista desde arriba de una hoja B de tres hebras simple con hebras $ 
antiparalelas, según se indica con las flechas que representan las orientaciones 
N a C de las cadenas. Las líneas punteadas color verde indican los puentes de 
hidrógeno estabilizadores presentes entre las hebras (3. (b) Vista lateral de una 
hoja P. En esta vista resulta obvia la proyección de los grupos R (verde) por 
encima y por debajo del plano de la hoja. Los ángulos fijos de enlace en el 
esqueleto del polipéptido producen un contorno plegado. 


la dirección del esqueleto polipeptídico, con frecuencia hacia el inte- 
rior de las proteínas. Estas estructuras secundarias cortas con forma de 
U, con frecuencia se estabilizan mediante puentes de hidrógeno entre 
sus residuos terminales (Fig. 3-6). La glicina y la prolina son frecuentes 
en estos giros. La falta de una cadena lateral grande en la glicina y la 


FIGURA 3-6 Estructura de un giro $. Compuesto por cuatro residuos, los 
giros f invierten la dirección de una cadena polipeptídica (giro U 180). Los 
carbonos C,, del primer y cuarzto residuo, habitualmente están a una distancia 
< 0,7 nm y aquellos residuos con frecuencia se encuentran unidos mediante 


un puente de hidrógeno. El giro $ facilita el plegamiento de polipéptidos 
largos en estructuras compactas. 
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(3) ANIMACIÓN GENERAL: Modelo de la gota de aceite de la estructura de las 


as proteinas 


E 


FIGURA 3-7 Modelo de la gota de aceite del plegamiento 
proteico. Los residuos hidrofóbicos (azul) de una cadena poli- 
peptídica tienden a agruparse de un modo similar al de una gota 
de aceite, en la parte interna o núcleo de una proteína plegada, 
excluyéndose del entorno acuoso por el efecto hidrofóbico (véa- 
se ap. 2). Las cadenas laterales cargadas y no cargadas polares 
(rojo) aparecen sobre la superhcie de la proteína donde pueden 
formar interacciones estabilizadoras con el agua y los iones que 
la rodean. 
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presencia de una curvatura interna en la prolina permiten que el esque- 
leto polipeptídico se despliegue con una forma de U estrecha. Los giros 
B ayudan a las proteínas grandes a plegarse en estructuras altamente 
compactas. Hay 6 tipos de giros bien definidos; sus estructuras detalla- 
das dependen de la disposición de las interacciones mediante puentes 
de hidrógeno. Un esqueleto polipeptídico también puede contener cur- 
vaturas más largas o bucles. Por oposición a lo que ocurre con los giros 
P estrechos, que tienen solo unas pocas conformaciones bien definidas, 
los bucles más largos tienen muchas conformaciones distintas. 


La estructura terciaria es el plegamiento global 
de una cadena polipeptídica 


La estructura terciaria se refiere a la conformación global de una ca- 
dena polipeptídica, es decir, a la disposición tridimensional de todos 
sus residuos de aminoácidos. Al contrario de lo que ocurre con las 
estructuras secundarias, que se estabilizan solo mediante puentes de 
hidrógeno, la estructura terciaria se estabiliza principalmente mediante 
interacciones hidrofóbicas entre las cadenas laterales no polares, junto 
con los puentes de hidrógeno que involucran a las cadenas laterales 
polares y a los grupos amino y carboxilo del esqueleto. Estas fuerzas 
estabilizadoras mantienen juntos, en forma compacta, a los elemen- 
tos de la estructura secundaria —hélices Q:, hebras f, giros y espirales—. 
Dado que las interacciones estabilizadoras con frecuencia son débiles, 
sin embargo, la estructura terciaria de una proteína no está fija en for- 
ma rígida sino que sufre fluctuaciones continuas mínimas, y ciertos 
segmentos dentro de la estructura terciaria de una proteína pueden 
también tener tanta movilidad que se los considera desordenados, es 
decir, que carecen de una estructura tridimensional estable bien defini- 
da. Esta variación estructural tiene consecuencias importantes para la 
función y regulación de las proteínas. 

Las propiedades químicas de las cadenas laterales de los aminoáci- 
dos ayudan a definir la estructura terciaria. Los puentes disulfuro entre 
las cadenas laterales de los residuos de cisteína de algunas proteínas en- 
lazan de forma covalente regiones de las proteínas, lo que restringe de 
este modo su flexibilidad e incrementa la estabilidad de sus estructuras 
terciarias. Los aminoácidos con cadenas laterales hidrofílicas cargadas 
tienden a encontrarse en la superficie externa de las proteínas; al inte- 
ractuar con el agua, ayudan a que estas proteínas sean solubles en solu- 
ciones acuosas y puedan formar interacciones no covalentes con otras 
moléculas hidrosolubles, incluidas otras proteínas. Por el contrario, los 
aminoácidos con cadenas laterales no polares hidrofóbicas habitual- 
mente se encuentran fuera de las superficies de una proteína que en- 
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tran en contacto con el agua; en muchos casos forman un núcleo cen- 
tral no soluble en agua. Esta observación llevó a lo que se conoce como 
el “modelo de la gota de aceite” de la conformación de las proteínas, a 
raíz de su núcleo relativamente hidrofóbico o “aceitoso” (Fig. 3-7). Las 
cadenas laterales, polares, hidrofílicas, no cargadas se encuentran tanto 
en la superficie como en el núcleo interno de las proteínas. 

Las proteínas habitualmente constituyen una de tres grandes am- 
plias categorías estructurales, de acuerdo con su estructura terciaria: 
proteínas globulares, fibrosas e integrales de la membrana. Las proteí- 
nas globulares generalmente son estructuras hidrosolubles, plegadas de 
manera compacta, que con frecuencia, aunque no siempre, son esfe- 
roidales y comprenden una mezcla de estructuras secundarias (véase 
la estructura de la mioglobina más abajo). Las proteínas fibrosas son 
moléculas grandes, alargadas, con frecuencia rígidas. Algunas proteínas 
fibrosas están compuestas por una larga cadena polipeptídica que com- 
prende muchas copias repetidas de una secuencia aminoacídica corta, 
que forma una única estructura secundaria que se repite (véase la es- 
tructura del colágeno, la proteína más abundante de los mamíferos, en 
la Fig. 20-24). Otras proteínas fibrosas están compuestas por subuni- 
dades proteicas globulares repetidas, como la disposición helicoidal de 
los monómeros de la proteína G-actina que forma los microfilamentos 
de F-actina (véase Cap. 17). Las proteínas fibrosas, que con frecuencia 
se agregan en fibras multiproteicas grandes, que no se disuelven fácil- 
mente en agua, generalmente desempeñan una función estructural o 
participan en los movimientos celulares. Las proteínas integrales de la 
membrana están incrustadas dentro de la bicapa fosofolipídica de las 
membranas que rodean a las células y a los orgánulos (véase el Cap. 
10). Las tres amplias categorías de proteínas que se mencionaron aquí 
no son mutuamente excluyentes —algunas proteínas están constituidas 
por una combinación de dos e incluso las tres categorías—. 


Diferentes formas de representar la conformación 
de las proteínas confieren diferentes tipos de 
información 


La forma más simple de representar la estructura tridimensional de una 
proteína es seguir el recorrido de los átomos del esqueleto, en ocasiones 
solo los átomos C,, con una línea sólida (llamada trazo C,, Fig. 3-8a); el 
modelo más complejo muestra cada átomo (Fig. 3-8b). El primero muestra 
el plegamiento general de la cadena polipeptídica, sin considerar las cade- 
nas laterales de los aminoácidos; el último, un modelo de esferas y palillos 
(en el que las esferas representan a los átomos y los palillos a los enlaces), 
detalla las interacciones de los átomos de las cadenas laterales que inclu- 


(a) Representación del esqueleto de C 


(c) Cintas 


ven a aquellos que estabilizan la conformación de la proteína e interactúan 
con otras moléculas, así como con los átomos del esqueleto. Si bien ambas 
representaciones son útiles, los elementos de las estructuras secundarias 
no siempre se disciernen fácilmente en ellos. Otro tipo de representación 
emplea simbolos taquigráficos comunes para indicar la estructura secun 
daria —por esemplo, cintas enrolladas o cilindros sólidos para las hélices U, 
cantas planas o flechas para las hebras [3 y hebras delgadas y flexibles para 
los giros es virales y bucles 15) (Fig. 3-8c)-. En una variación del diagrama de 
cintas básico, los modelos de esferas y bastones o los modelos espaciales de 
la totalidad o un subconjunto de cadenas laterales pueden estar unidos a 
las cintas del esqueleto. De este modo, Las cadenas Laterales que resultan de 
interés. pueden verse en el contexto de las estructuras secundarias, que se 
representan con especial claridad mediante Las Cintas. 

Sin embargo. ninguna de estas tres formas de representar la estruc- 
tura proteica confiere mucha información acerca de la superficie de la 
proteína, que resulta de imteres porque es alli donde otras moleculas 
habitualmente se unen a ella. El análisis con ordenador permite ident- 
ficar los átomos superficiales que se encuentran en contacto con el me 
dio acuoso. Sobre esta superticie accesible al agua pueden identilicarse, 
mediante colores (Fig. 3-20), las regrones que tienen una caractorimica 
química en comun, por ejemplo, la hidrotobicidad o ta hidrofilicidad 
y características de carga, como las cadenas laterales positivas (basicas ] 
o negativas (acidicas). Modelos de este tipo revelan la topografia de la 
superficie proteica y la distribución de la carga, ambas caracteristicas 
importantes de los sitios de unión, asi como las hendiduras en la su 
perficie a las que se unen moléculas pequeñas. Fsta imagen representa 
la proteína como si fuese “vista” por otra molécula. 


(b) Esferas y palillos 


FIGURA 3-8 Cuatro maneras de ver la estruc- 
tura de una proteína. Aquí se muestran cuatro 
métodos distintos para representar la estructura de 
una proteina llamada ras, una proteína monomé- 

rica (cadena polipeptídica única) que se une a la 
guanosina difosfato (GDP, representada en azul). (a) El 
dibujo del esqueleto de C, muestra de qué manera el 
polipéptido está estrechamente empaquetado en un 
pequeño volumen. (b) Una representación de esferas 
y palillos muestra la localización de todos los átomos 
(c) Una representación de cintas pone énfasis en el 
modo en que las hebras f3 (azul claro) y las hélices a 
(rojo) se organizan en la proteína. Nótense los giros 

y los bucles que conectan los pares de hélices y 
hebras. (d) Un modelo de la superficie accesible al 
agua muestra los numerosos bultos, protuberancias 
y grietas en la superficie de la proteína. Las regiones 
de carga positiva están coloreadas en púrpura y las 
regiones de carga negativa en rojo. 


Los motivos estructurales son combinaciones 
regulares de estructuras secundarias 


La combinación particular de dos o más estructuras secundarias que 
forma una estructura tridimensional caracteristica, se denomina motivo 
estructural cuando aparece en múltiples proteínas. Con frecuencia, aun- 
que no siempre, un motivo estructural se encuentra asociado con una 
función especifica. Cualquier motivo estructural particular con frecuen- 
cia desempenara una misma función en distintas proteinas, tal como la 
unión a una pequena molecula en particular, por ejemplo, calcio o ATP. 

Un motivo estructural comun es la espiral enrollada, construida 
sobre la base de la hélice (2, 0 repetición en héptada. Muchas protei- 
nas, incluidas las proteinas tibrosas y Las que regulan al DNA, Hamad 
lactores de transcripción (wease el 


«iS 
po) se ensamblan en dimeros o 


trimeros, empleando un motivo de espiral enrollada, en la cual las héli- 


ces (2 provenientes de dos, tres e incluso cuatro cadenas polhipeptidicas 
separadas se enrollan una sobre otra dando como resultado una espi- 


ral de espirales, de allí el nombre (bio 00) Las hébices individuales 


se unen emtrechamente entre $ porque cada hélice bene una banda de 


aromáticas) (leucina, 
valina, etc.) que discurren a un costado de la hélice. que 


cadenas laterales alifaticas (hidrofobicas pero no 
interactúa con 
una banda sernejante en la héhice adyacemte, secuestrando de este modo 
los grupos hidrofóbicos del contacto con el agua y estabilizando el en- 
sambiaye de multiples hélices independientes. Estas cintas hidrofóbicas 
se generan a lo largo de solo un lado de la hélice, porque la estructura 
primaria de cada hélice está compuesta por unidades repetitivas de 7 
aminoacidos, llamadas héptadas, en las cuales las cadenas laterales del 
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(a) Motivo de espiral enrollada 


FIGURA 3-9 Motivos de la estructura secundaria de una proteína. (a) 

El motivo espiral enrollada de dos cadenas paralelas (izquierda) se caracteriza 
por dos hélices ar enrolladas una alrededor de la otra. El empaquetamiento 

de las hélices se estabiliza mediante interacciones entre las cadenas laterales 
hidrofóbicas (rojas y azules) presentes a intervalos regulares a lo largo de cada 
cadena y se encuentran a lo largo de la unión de las hélices entrelazadas. Cada 
hélice Q£ muestra una secuencia repetida en héptada característica, con un 
residuo hidrofóbico con frecuencia, pero no siempre, en las posiciones 1 y 4, 
según se indica. La naturaleza de espiral enrollada de este motivo estructural es 
más aparente en las hélices enrolladas largas que contienen muchos de estos 
motivos (derecha). (b) Una mano EF, un tipo de motivo hélice-bucle-hélice, que 
consiste en dos hélices conectadas por un bucle corto en una conformación 


primero y cuarto residuo son alifáticas, y las otras cadenas laterales con 
frecuencia son hidrofílicas (Fig. 3-9a). Dado que las cadenas laterales 
hidrofílicas se extienden a lo largo de un lado de las hélices y las ca- 
denas laterales hidrofóbicas a lo largo del lado opuesto, la estructura 
helicoidal global es anfipática. Puesto que la leucina frecuentemente 
aparece en las posiciones 4 y las cadenas laterales hidrofóbicas emergen 
juntas como los dientes de una cremallera, estos motivos estructurales 
también se llaman cremalleras de leucina. 

Muchos otros motivos estructurales contienen hélices a. Un mo- 
tivo común que une calcio, llamado la mano EF, contiene dos hélices 
cortas conectadas por un bucle (Fig. 3-9b). Este motivo estructural, 
uno de varios motivos estructurales hélice-giro-hélice, se encuentra 
en más de 100 proteínas y se emplea para detectar los niveles de calcio 
de las células. La unión del ion Ca?* a los átomos de oxígeno en los 
residuos conservados del bucle depende de la concentración de Ca?* y 
con frecuencia induce un cambio conformacional en la proteína, que 
altera su actividad. Así, las concentraciones de calcio pueden controlar 
en forma directa las estructuras y funciones de las proteínas. Algunos 
motivos ligeramente diferentes del tipo hélice-giro-hélice y hélice- 
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(b) Motivo mano EF/hélice-bucle-hélice 


Ca?2+ 


(c) Motivo dedo de zinc 


específica. Este motivo estructural es común a muchas proteínas, incluidas 
muchas proteínas reguladoras que unen calcio y DNA. En las proteínas que 
unen calcio, como la calmodulina, los átomos de oxigeno de cinco residuos en 
el bucle ácido rico en glutamato y aspartato y una molécula de agua forman 
enlaces iónicos con el ion Ca”*. (c) El motivo dedo de cinc está presente en 
muchas proteínas que unen DNA y ayudan a regular la transcripción. El ion 
Zn** está sostenido entre un par de hebras beta (azul) y una hélice at individual 
(rojo) por un par de residuos de cisteína y un par de residuos de histidina. Los 
dos residuos invariables de cisteína con frecuencia están en las posiciones 3 y 
6 y los dos residuos de histidina invariables en las posiciones 20 y 24 en este 


motivo de 25 residuos. (Véase A Lewit-Bentley y 5. Rety, 2000, Curr Opin. Struc Biol. 10:637-643; 
A. Wolfe, L Nekludova y C. O. Pabo, 2000, Ann. Rev. Biophys. Biomol. Struc 29:183-212,) 


bucle-hélice básico (HBHb), se emplean para la unión de la proteína 
al DNA y, en consecuencia, la regulación de la actividad de los genes 
(véase el Cap. 7). Otro motivo estructural adicional que se encuentra 
en las proteínas que se unen al RNA o DNA es el dedo de cinc, que 
contiene tres estructuras secundarias —una hélice Q: y dos hebras KB con 
orientación antiparalela— que forman un haz con forma de dedo que se 
mantiene unido por un ¡on cinc (Fig. 3-9c). 

La relación entre la estructura primaria de una cadena polipeptí- 
dica y los motivos estructurales en los cuales se pliega no siempre es 
lineal. Las secuencias de aminoácidos responsables de cualquier motivo 
estructural pueden ser muy semejantes entre sí. En otras palabras, un 
motivo de secuencia puede dar como resultado un motivo estructural co- 
mún. Tal es el caso para las repeticiones de héptada, que forman las espi- 
rales enrolladas. Sin embargo, es posible para las secuencias de aminoá- 
cidos no relacionadas y semejantes plegarse en un motivo estructural 
en común, de modo que no siempre es posible predecir qué secuencias 
de aminoácidos se plegarán en cierto motivo estructural. Por el contra- 
rio, es posible que un motivo de secuencia que ocurra frecuentemente 
no se pliegue en un motivo estructural bien definido. En ocasiones, los 


motivos de secuencias cortas que tiene 


HNOSA n una abundancia inusual de un 
aminoácido dado, por ejemplo, 


prolina, aspartato o glutamato, se deno- 
"Mbargo, estos y otros segmentos contiguos cor- 
an más apropiadamente motivos de 
lo cual tiene un significado distinto y se define 

Encontrare 


minan “dominios”; sin emb 
tos se llam secuencia que dominios, 
más abajo. 

y mos numerosos motivos adicionales en análisis de otras 
proteinas en este capítulo y en otros. La presencia del mismo motivo 
estructural en diferentes proteínas con funciones similares indica con 
claridad que estas combinaciones útiles de estructur 


as secundarias se 
han conservado durante la evolución. 


Los dominios son módulos de estructura terciaria 


Distintas regiones de la estructura de la proteína con frecuencia se co- 
nocen como dominios. Hay 3 clases principales de dominios proteicos: 
funcional, estructural y topológico. Un dominio funcional es una región 
de una proteína que muestra una actividad particular, característica de 
la proteína, habitualmente aun cuando se lo aísle del resto de la mo- 
lécula. Una región particular de una proteína puede ser responsable 
de su actividad catalítica (p. ej., un dominio cinasa que adiciona en 
forma covalente un grupo fosfato a otra molécula) o una capacidad de 
unión (p. ej., un dominio que une DNA o un dominio que se une a la 
membrana). Los dominios funcionales, con frecuencia se identifican 
en forma experimental al reducir una proteína a su fragmento activo 
más pequeño, con ayuda de las proteínas proteasas, enzimas que escin- 
den uno o más enlaces peptídicos en un polipéptido diana. De forma 
alternativa, el DNA que codifica para una proteína puede modificarse 
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globular 


Dominio 
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de modo tal que cuando el DNA modificado se emplea para generar la 
proteína, solo se sintetiza una región particular o dominio de la pro- 
teína completa. Así, es posible determinar si partes específicas de una 
proteína son responsables de las actividades particulares mostradas por 
ella. De hecho, los dominios funcionales con frecuencia también se aso- 
cian con los dominios estructurales correspondientes. 

Un dominio estructural es una región de — 40 aminoácidos o 
más de longitud, dispuesta en una estructura única estable y distin- 
tiva que con frecuencia abarca una o más estructuras secundarias. 
Los dominios estructurales con frecuencia pueden plegarse en sus 
estructuras características, independientemente del resto de la pro- 
teína en la cual están sumergidos. Como consecuencia, dominios 
estructurales distintos pueden mantenerse unidos (en ocasiones 
por espaciadores cortos o largos) para formar una proteína grande 
multidominio. Por ejemplo, cada una de las cadenas polipeptídicas 
en la hemaglutinina del virus de la influenza contiene un dominio 
globular y un dominio fibroso (Fig. 3-10a). Al igual que los mo- 
tivos estructurales (compuestos por estructuras secundarias), los 
dominios estructurales se incorporan como módulos a diferentes 
proteínas. El enfoque modular de la arquitectura proteica es parti- 
cularmente sencillo de reconocer en proteínas grandes, que tienden 
a ser mosaicos de diferentes dominios, que contienen actividades 
distintivas y así pueden desempeñar diferentes funciones en forma 
simultánea. Hasta el 75% de las proteínas de los eucariontes tienen 
dominios estructurales múltiples. Los dominios estructurales con 
frecuencia también lo son funcionales, porque tienen una actividad 
independiente del resto de la proteína. 


Ácido siálico 


FIGURA 3-10 Niveles terciario y cuaternario de es- 
tructura. La proteína que se dibuja aquí, la hemaglutinina 
(HA) se encuentra en la superficie del virus de la influenza 
Esta molécula, larga, multimérica, tiene tres subunidades 
idénticas, cada una de las cuales está compuesta por dos 
cadenas polipeptídicas HA, y HA. (a) La estructura terciaria 
de cada subunidad HA comprende el plegamiento de 

sus hélices y de sus hebras en una estructura compacta 
que tiene 13,5 nm de longitud y está dividida en dos 
dominios. El dominio distal a la membrana (plateado) 

está plegado en una conformación globular. El dominio 
proximal a la membrana (dorado) tiene una conformación 
fibrosa, en forma de tallo debido al alineamiento de dos 
hélices a largas (cilindros) de HA, con hebras fB en HA. Los 
giros cortos y los bucles más largos, con frecuencia en la 
superficie de la molécula, conectan las hélices y las hebras 
de cada cadena, (b) La estructura cuaternaria de la HA es 
estabilizada por las interacciones laterales entre las hélices 
largas (cilindros) de los dominios fibrosos de las tres 
subunidades (dorado, azul y verde) que forman un tallo en 
espiral enrollada de triple hebra. Cada uno de los dominios 
globulares distales de la HA une ácido siálico (rojo) de 

la superficie de las células diana. Al igual que muchas 
proteínas de la membrana, la HA contiene varias cadenas 


de hidratos de carbono unidas en forma covalente (que 
no se muestran). 
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FIGURA 3-11 Naturaleza modular de los dominios proteicos. El [actor 
de crecimiento epidérmico (EGF) es generado por la escisión proteolítica de 
una proteína precursora que contiene múltiples dominios de EGF (verde) y 
un dominio que se extiende en la membrana (azul). El domino EGF también 
está presente en la proteína Neu y en el activador de plasminógeno tisular 
(TPA). Estas proteínas también contienen otros dominios de alta distribución, 
indicados por forma y color. (Adaptado de |. D. Campbell y P Bork, 1993, Curr 
Opin. Struc. Biol. 3:385.) 


El dominio del factor de crecimiento epidérmico (EGF) es un do- 
minio estructural presente en varias proteínas (Fig. 3-11). El EGF es una 
hormona peptídica pequeña soluble, que se une a las células del embrión 
y de la piel y del tejido conectivo de los adultos, provocando su división. 
Está generado por la hidrólisis proteolítica (rotura de un enlace peptídi- 
co) entre dominios de EGF repetidos en la proteína precursora del EGF, 
anclada en la membrana celular por un dominio que se expande dentro 
de ella. Los dominios de EGF con secuencias similares a las presentes en 
la hormona peptídica, si bien no idénticas a ellos, se presentan en otras 
proteínas y pueden ser liberados por proteólisis. Estas proteínas inclu- 
yen el activador del plasminógeno tisular (TPA), una proteasa empleada 
para disolver los coágulos sanguíneos en las víctimas de ataques cardía- 
cos; la proteína Neu que participa en la diferenciación embrionaria, y la 
proteína Notch, una proteína receptora de la membrana plasmática que 
funciona en señalizaciones importantes en el desarrollo (véase Cap. 16). 
Además del dominio EGF, estas proteínas tienen otros en común con 
otras proteínas. Por ejemplo, el TPA posee un dominio tripsina que es 
funcional en ciertas proteasas. Se estima que hay aproximadamente 1 000 
tipos diferentes de dominios estructurales en todas las proteínas. Algu- 
nos de estos no son muy comunes, mientras que otros se encuentran en 
muchas proteínas distintas. De hecho, según ciertas estimaciones, 9 tipos 
de dominios estructurales dan cuenta de hasta la tercera parte de todos 
los dominios estructurales presentes en las proteínas. Los dominios es- 
tructurales pueden reconocerse, en las proteínas cuyas estructuras se han 
determinado, mediante la cristalografía de rayos X o resonancia magné- 
tica nuclear (RMN) o imágenes capturadas por microscopía electrónica. 

Las regiones de las proteínas definidas por sus relaciones espaciales 
distintivas con respecto al resto de las proteínas son dominios topológi- 
cos. Por ejemplo, algunas proteínas asociadas con las membranas de la 
superficie celular pueden tener una parte que se extiende hacia aden- 
tro al citoplasma (dominio citoplasmático), una parte embebida en la 
bicapa fosfolipídica de la membrana (dominio que se expande en la 
membrana) y una parte que se extiende hacia el exterior, al espacio ex- 
tracelular (dominio extracelular). Cada uno de estos puede compren- 
der uno o más dominios estructurales y funcionales. 

En el Capítulo 6 consideramos el mecanismo por el cual los seg- 
mentos génicos que corresponden al dominio se distribuyeron en el 
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transcurso de la evolución dando como resultado su presencia en mu- 
chas proteínas. Una vez que un dominio funcional, estructural o to- 
pológico se ha identificado y caracterizado en una proteína, es posible 
emplear esa información para buscar otros dominios similares en otras 
proteínas y para sugerir funciones potencialmente similares para aque- 


llos dominios en dichas proteínas. 


Múltiples polipéptidos se ensamblan en estructuras 
cuaternarias y complejos supramoleculares 


Las proteínas multiméricas consisten en dos o más cadenas polipep- 
tídicas, las que en este contexto se nombrarán como subunidades. 
Un cuarto nivel de organización estructural, la estructura cuater- 
naria, describe el número (estequiometría) y las posiciones relativas 
de la subunidades en las proteínas multiméricas. La hemaglutinina 
del virus de la influenza, por ejemplo, es un trímero de 3 subunida- 
des idénticas (homotrímero) que se mantienen unidas por enlaces no 
covalentes (véase la Fig. 3-10b). Otras proteínas multiméricas pueden 
estar compuestas por números diversos de subunidades idénticas (ho- 
moméricas) o distintas (heteroméricas). La hemoglobina, la molécula 
portadora de oxígeno de la sangre, es un ejemplo de proteína hetero- 
mérica; tiene dos copias de cada una de las dos cadenas polipeptídicas 
diferentes (que se analizan más adelante). Sin embargo, las unidades 
monoméricas individuales de una proteína multimérica no pueden 
funcionar normalmente a menos que se encuentren ensambladas en la 
proteína multimérica. En algunos casos, el ensamblaje en una proteína 
multimérica permite que estas moléculas actúen en forma secuencial 
en una vía, para aumentar su eficacia operativa debido a la yuxtapo- 
sición espacial, fenómeno conocido como “acoplamiento metabólico”, 
Son ejemplos clásicos de este acoplamiento las sintasas de los ácidos 
grasos, las enzimas de los hongos que sintetizan ácidos grasos y las poli- 
cétido sintasas, que son los grandes complejos multiproteicos presentes 
en las bacterias responsables de la síntesis de un conjunto variado de 
moléculas de importancia farmacológica, llamadas policétidos, que in- 
cluyen al antibiótico eritromicina. 

El nivel más alto en la jerarquía de la estructura proteica es la aso- 
ciación de las proteínas en complejos supramoleculares. Típicamen- 
te, estas estructuras son muy grandes, en algunos casos exceden en su 
masa a 1 MDa, aproximándose a un tamaño de entre 30 y 300 nm, y 
con decenas a cientos de cadenas polipeptídicas y, en ocasiones, otros 
biopolímeros como ácidos nucleicos. La cápside que rodea a los ácidos 
nucleicos del genoma viral es un ejemplo de un complejo supramole- 
cular con función estructural. Los haces de filamentos del citoesque- 
leto, que sostienen y dan forma a la membrana plasmática, son otro 
ejemplo de ellos. Otros complejos supramoleculares actúan como má- 
quinas moleculares, desempeñando los procesos celulares más comple- 
Jos, al integrar múltiples proteínas, cada una con diferentes funciones, 
en un ensamble grande. Por ejemplo, una máquina transcripcional es 
la responsable de la síntesis del RNA mensajero (mRNA) que emplea 
un DNA como molde. Esta máquina de transcripción, cuyos detalles 
operativos se analizarán en el Capítulo 4, consiste en una RNA polime- 
rasa, en sí una proteína multimérica, y alrededor de 50 componentes 
adicionales que incluyen a los factores generales de transcripción, a las 
proteínas que se unen al promotor, a la helicasa y a otros complejos 
proteicos (Fig. 3-12). Los ribosomas, que también se analizan en el Ca- 
pítulo 4, son maquinarias multiproteicas y multinucleicas complejas 
que sintetizan proteínas. Uno de los ensamblados multiproteicos más 
complejos es el poro nuclear, estructura que permite la comunicación y 
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FIGURA 3-12 Una máquina macromolecular: el complejo de la inicia- 
ción de la transcripción. La RNA polimerasa de la zona del centro, los facto- 
res de transcripción general, un complejo mediador que contiene aproximada- 
mente 20 subunidades y otros complejos proteicos que no se muestran aqui 
se ensamblan a un promotor presente en el DNA. La polimerasa lleva a cabo 

la transcripción del DNA; se requieren las proteinas asociadas para la unión 
inicial de la polimerasa a un promotor especifico. Los múltiples componentes 
tuncionan en conjunto Como una maquina 


el paso de macromoléculas entre el nucleoplasma y el citoplasma (véase 
el Cap. 14). Está compuesto por múltiples copias de aproximadamente 
30 proteínas distintas y forma un ensamble con una masa estimada de 
50 megadaltons aproximadamente. Las sintasas de ácidos grasos y las 
policétido sintasas mencionadas más arriba, son máquinas supramo- 


leculares. 


Los miembros de una familia de proteínas tienen 
un ancestro común en la evolución 


Los estudios realizados en la mioglobina y en la hemoglobina, trans- 
portadoras de oxígeno en los músculos y los eritrocitos, respectivamen- 
te, proporcionaron evidencia inicial de que la función de las proteínas 
deriva de su estructura tridimensional, la que a su vez está especificada 
por la secuencia de aminoácidos. Los análisis por cristalografía de rayos 
X mostraron que las estructuras tridimensionales de la mioglobina (un 
monómero) y de las subunidades QU y f de la hemoglobina (tetrámero 
a,B,) son notablemente similares. La secuenciación de las subunidades 
de la mioglobina y de la hemoglobina reveló que a lo largo de toda 
la estructura primaria de ambas proteínas se encuentran muchos resi- 
duos idénticos, o químicamente similares, en posiciones equivalentes. 
Una mutación en el gen que codifica la cadena $ y da como resultado la 
sustitución de un ácido glutámico por valina, altera el plegamiento y la 
función de la hemoglobina y provoca la anemia de células falciformes. 

Comparaciones semejantes hechas entre otras proteínas confirma- 
ron de modo concluyente la relación entre la secuencia de aminoáci- 


dos, la estructura tridimensional y la función de las proteínas. El em- 
pleo de las comparaciones de la secuencia para deducir la función de 
las proteínas se ha expandido notablemente en años recientes a medida 
que se han secuenciado los genomas de un número cada vez mayor de 
organismos. Mientras que este enfoque comparativo resulta muy pode- 
roso, debe tenerse cautela cuando se atribuya a una proteína, o parte de 
ella, una función o estructura similar a otra, solo teniendo en cuenta las 
similitudes en la secuencia de aminoácidos. Hay ejemplos en los cuales 
las proteínas con secuencias globales semejantes muestran funciones 
distintas, y casos en los cuales proteínas no relacionadas en su función, 
con secuencias de aminoácidos disímiles, sin embargo, tienen estruc- 
turas terciarias con plegamientos muy semejantes como se explicará 
más adelante. Aun así, en muchos casos las comparaciones de este tipo 
proporcionan conocimientos importantes acerca de la estructura y la 
función de las proteínas. 

La revolución molecular en biología de las últimas décadas del siglo 
xx creó un nuevo esquema de clasificación biológica sobre la base de las 
similitudes y diferencias en la secuencia de las proteínas. Las que tienen un 
ancestro en común se conocen como homólogas. La principal evidencia 
de la homología de las proteínas, y así de un ancestro en común, es la 
similitud de sus secuencias que, con frecuencia, también se ve reflejada en 
estructuras similares. Podemos afirmar que las proteínas homólogas per- 
tenecen a una “familia” y trazar su linaje a partir de las comparaciones de 
sus secuencias. En general, las proteínas más relacionadas mostrarán más 
similitud de secuencia que las que están menos vinculadas, porque du- 
rante la evolución, se acumulan las mutaciones en los genes que codifican 
estas proteínas. Las estructuras tridimensionales plegadas de las proteínas 
homólogas pueden ser semejantes, aunque parte de su estructura prima- 
ria muestre escasa evidencia de homología en la secuencia. Inicialmente, 
las proteínas con similitudes de secuencia relativamente altas (> 50% de 
coincidencias exactas o “identidades”) y funciones y estructuras relacio- 
nadas, fueron definidas como una familia relacionada evolutivamente, 
mientras que una superfamilia comprende dos o más familias en las cuales 
las secuencias interfamiliares tienen menor grado de concordancia (-30- 
40% de identidad de secuencia) que dentro de una familia. Se piensa ge- 
neralmente que las proteínas con una identidad de secuencia del 30% es 
probable que tengan estructuras tridimensionales similares; sin embargo, 
esta alta identidad de frecuencia no es necesaria para que las proteínas 
compartan estructuras similares. Recientemente se han propuesto defi- 
niciones revisadas de familia y superfamilia, según las cuales una familia 
comprende proteínas con una relación evolutiva clara (> 30% de iden- 
tidad en la secuencia o información adicional estructural y funcional, 
que muestre una descendencia común aunque la identidad sea < 30%), 
mientras que una superfamilia comprende proteínas que tienen sólo un 
probable origen evolutivo común —por ejemplo, identidades de secuencia 
porcentuales más bajas pero uno o más motivos o dominios en común. 

La similitud entre proteínas homólogas sc ve más fácilmente en 
un diagrama tridimensional, formulado sobre la base de los análisis de 
secuencia. Por ejemplo, las secuencias de aminoácidos de las globinas 
(las proteínas hemoglobina, mioglobina y sus parientes de las bacterias 
de plantas y animales) sugieren que evolucionaron de una proteína 
ancestral monomérica capaz de unir oxígeno (Fig. 3-13). Con el paso 
del tiempo, el gen de esta proteína ancestral cambió lentamente, diver- 
giendo en etapas iniciales a linajes que llevaron a la globinas animales y 
vegetales. Cambios posteriores dieron lugar a la mioglobina, la proteína 
monomérica que almacena oxígeno en el músculo, y a las subunidades 
OL y B de la molécula tetramérica de la hemoglobina (a1,B,) del sistema 
circulatorio de los vertebrados. 
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FIGURA 3-13 Evolución de la familia de proteínas de la globina. /7quierda: 
se piensa que una primitiva globina monomérica capaz de unir oxígeno fue el 
ancestro de las hemoglobinas sanguíneas modernas, de las mioglobinas del 
músculo y de las leghemoglobinas de las plantas. Las comparaciones de se- 
cuencia han mostrado que la evolución de las globinas es paralela a la evolución 
de los animales y de las plantas. Las principales diferencias han ocurrido con la 
divergencia de las globinas vegetales y las globinas animales y de la mioglobina 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 3.1 


Estructura jerárquica de las proteínas 


* Las proteínas son polímeros lineales de aminoácidos unidos median- 
te enlaces peptídicos. Una proteína puede tener una única o múltiples 
cadenas polipeptídicas. La estructura primaria de una cadena polipep- 
tídica es la secuencia de aminoácidos unidos en forma covalente que 
integran la cadena. Varias interacciones, principalmente no covalentes, 
entre los aminoácidos de la secuencia lineal estabilizan la estructura 
tridimensional plegada específica de una proteína o su conformación. 


* La hélice (1, la hebra $ y la hoja $ y el giro $ son los elementos de ma- 
yor prevalencia en la estructura secundaria de las proteínas. Las estruc- 
turas secundarias se estabilizan mediante puentes de hidrógeno entre 
los átomos del esqueleto peptídico (véanse las Figs. 3-4 a 3-6). 


* La estructura terciaria de la proteína resulta de las interacciones hidro- 
fóbicas entre los grupos laterales no polares y los puentes de hidrógeno 
e interacciones iónicas que implican a los grupos laterales polares y al 
esqueleto polipeptídico. Estas interacciones estabilizan el plegamiento 
de la proteína, lo cual incluye a sus elementos estructurales secundarios 
en una configuración tridimensional global. 


* Ciertas combinaciones de estructuras secundarias originan diferentes 


motivos estructurales presentes en una diversidad de proteínas que con 
frecuencia están asociados con funciones específicas (véase la Fig. 3-9). 
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Hemoglobina de las 
monocotiledóneas 


> 
Mioglobina 


Subunidad f) Leghemoglobina 


de la hemoglobina 


a partir de la hemoglobina. La posterior duplicación de los genes dio lugar a las 
subunidades a y (3 de la hemoglobina. Derecha: La hernoglobina es un tetrámero 
de dos subunidades a y dos subunidades f3. La similitud estructural de estas 
subunidades con la leghemoglobina y la mioglobina, ambas monómeros, resulta 
evidente. Una molécula hemo (rojo) asociada en forma no covalente con cada 
polipéptido de hemoglobina, es directamente responsable de la unión del oxíge- 
no entre estas proteínas. (Adaptado de RC Hardison, 1996, Proc Nat Acad 5c1 USA 93:5675) 


* Con frecuencia las proteínas contienen diferentes dominios, regiones 
plegadas de modo independiente con propiedades estructurales, fun- 
cionales y topológicas características (véase la l'ig. 3-10). 


* La incorporación de dominios como módulos en diferentes proteínas 
durante la evolución ha generado diversidad en la estructura y la fun- 
ción proteica. 


* El número y la organización de las subunidades polipeptídicas indivi- 
duales de las proteínas multiméricas definen su estructura cuaternaria. 


* Las células contienen grandes estructuras supramoleculares llamadas, 
en ocasiones, máquinas moleculares, en las cuales todos los participantes 
necesarios en los procesos celulares complejos (p. ej., DNA, RNA y síntesis 
proteica; fotosíntesis; transducción de las señales) están unidos entre sí. 


* Las proteínas homólogas son moléculas que evolucionaron de un an- 
cestro común y por lo tanto tienen secuencias, estructuras y funciones 
similares. Pueden clasificarse en familias y superfamilias. 


3.2 Plegamiento de las proteínas 


Como se notó previamente, cuando se trata de la arquitectura de las 
proteínas, “la forma hace a la función”. Así, resulta esencial que cuando 
un polipéptido se sintetiza con su secuencia de aminoácidos en parti- 


-ular, se pliegue en la conf at bas 
cular pliegue en la conformación tridimensional adecuada con la 


estructura secundaria, terciaria y posiblemente cuaternaria para cum- 


plir 30 pap biológico dentro de las células o fuera de ellas. ¿Cómo se 
genera una proteína con una secuencia adecuada? Una cadena polipep- 
tídica se sintetiza mediante un proceso complejo llamado traducción, 
que tiene lugar en el citoplasma sobre un complejo grande de proteína- 
ácido nucleico, llamado ribosoma. Durante la traducción, una secuen- 
cia de RNA mensajero (mRNA), sirve como molde a partir del cual se 
dirige el ensamblado de la secuencia de aminoácidos correspondientes. 
Inicialmente, el mRNA se genera mediante un proceso llamado trans- 
cripción, en el que una secuencia nucleotídica del DNA se convierte, 
por medio de la maquinaria de transcripción del núcleo, a una secuen- 
cia de mRNA. La complejidad de la transcripción y la traducción se 
analizan en el Capítulo 4. Aquí describimos los determinantes clave del 
plegamiento adecuado de una cadena polipeptídica recién formada o 
en formación (naciente) a medida que emerge del ribosoma. 


Los enlaces peptídicos planos limitan las formas 
en las cuales pueden plegarse las proteínas 


Un rasgo estructural crítico de los polipéptidos que limita el modo en 
el cual puede plegarse la cadena es el enlace peptídico plano. La Figu- 
ra 3-3 ilustra el grupo amida en los enlaces peptídicos de una cadena 
polipeptídica. Dado que el enlace peptídico parcialmente se comporta 
espacialmente como un doble enlace, 
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el grupo carbonilo y el átomo de nitrógeno amida y los átomos uni- 
dos directamente a ellos deben encontrarse todos en un plano fijo (lig. 
3-14); no hay rotación posible alrededor del enlace peptídico. En con- 


FIGURA 3-14 Rotación entre los grupos peptídicos planos en las pro- 
teínas. La rotación alrededor del enlace amino del nitrógeno del carbono €, 
(el ángulo 0) y el enlace carbonilo del carbono C, (el ángulo Y) permite a los 
esqueletos polipeptídicos, en principio, adoptar un número muy grande de 
conformaciones potenciales. Sin embargo, las restricciones estéricas debido 
a la estructura del esqueleto polipeptídico y las propiedades de las cadenas 
laterales de los aminoácidos restringen en forma notable las conformaciones 
potenciales que puede asumir cualquier proteína dada. 


secuencia, la única Nexibilidad en el esqueleto de una cadena de un po- 
lipéptido, que le permite girar y enroscarse —y así plegarse en diferentes 
formas en tres dimensiones- es la rotación de los planos fijos de los 
enlaces peptídicos adyacentes uno con respecto a otro alrededor de dos 
enlaces: el enlace amino del nitrógeno del C, (cuyo ángulo de rotación 
se conoce como 0) y el enlace carbonilo del carbono €, (cuyo ángulo 
de rotación es llamado P). 

Una restricción adicional a las conformaciones potenciales que 
puede adoptar la cadena del esqueleto polipeptídico, es el hecho de 
que sólo son posibles un número limitado de ángulos D y Y, dado que 
para la mayor parte de este tipo de ángulos, los átomos del esqueleto 
o la cadena lateral se encontrarán demasiado cercanos uno del otro, y 
por lo tanto, la conformación asociada sería muy inestable e incluso 
fisicamente imposible de lograr. 


La secuencia de aminoácidos de una proteína 
determina su plegamiento 


Si bien las restricciones de los ángulos de los enlaces del esqueleto pa- 
recen muchas, cualquier cadena polipeptídica que contenga solo unos 
pocos residuos, en principio, podría plegarse en muchas conformacio- 
nes; por ejemplo, si los ángulos d y Y se limitaran a solo 8 combi- 
naciones, un polipéptido potencial de n residuos de longitud, tendría 
potencialmente 8" conformaciones; aún para un pequeño polipéptido 
de solo 10 residuos, habría aproximadamente 8 600 000 conformacio- 
nes posibles. En general, sin embargo, cualquier proteína en particular 
adopta solo una o muy pocas conformaciones muy relacionadas, lla- 
madas estado nativo; para la gran mayoría de las proteínas, el estado 
nativo es la forma plegada de mayor estabilidad de la molécula y la que 
permite que funcione con normalidad. En términos termodinámicos, 
el estado nativo habitualmente es la conformación con la menor ener- 
gía libre (G) (véase el Cap. 2). 

¿Qué características de las proteínas limitan su plegamiento de mu- 
chas conformaciones potencialmente posibles, a solo una? Las propie- 
dades de las cadenas laterales (p. ej., tamaño, hidrofobicidad, capacidad 
para formar puentes de hidrógeno y enlaces iónicos) junto con su se- 
cuencia particular en el esqueleto polipeptídico, imponen restricciones 
clave. Por ejemplo, una cadena lateral grande como la del triptófano 
podría bloquear estéricamente que una región de la cadena se empa- 
quetara estrechamente con la otra, mientras que una cadena lateral con 
carga positiva como la arginina, atraería a un segmento del polipéptido 
que tiene una cadena lateral complementaria cargada negativamente 
(p. ej., el ácido aspártico). Otro ejemplo que ya ha sido analizado es el 
efecto de las cadenas laterales alifáticas en la héptadas repetidas, para 
la promoción de la asociación de hélices y la consecuente formación 
de espirales enrolladas. Así, la estructura primaria de un polipéptido 
determina su estructura secundaria, terciaria y cuaternaria. 

La evidencia inicial de que la información necesaria para que una 
proteína se pliegue adecuadamente está codificada en su secuencia de 
aminoácidos, provino de estudios in vitro sobre el replegamiento de 
proteínas purificadas, especialmente por los estudios que fueron galar- 
donados con el premio Nobel en 1960 hechos por Christian Anfinsen, 
sobre el replegamiento de la ribonucleasa A, una enzima que escinde el 
RNA. Otros habían mostrado previamente que varias perturbaciones 
químicas y físicas pueden romper las interacciones débiles, no covalen- 
tes, que estabilizan la conformación nativa de una proteína, llevando a 
la pérdida de su estructura terciaria normal. El proceso por el cual se 
desarma la estructura de una proteína (y esto puede incluir la estructura 
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secundana y terciaria) se larna desnaturalización | 


nia ierm A | LO ¿ 


puede ver inducida por la energ 
enteros que alteren las cargas en las caderias Laterales d 

des y la exposición a desnaturalizantes como la urea o el lorhuirato « 
guanidia a concentraciones de 6-4 M, todo lo cual desarma las imterac 
ciones no covalentes, estabilizadoras de la estructura. El tratamiento con 
agentes reductores, como el f$-mercaptoetanol, que rompen los puen 


tes dsulfuro pueden desestabilizar adicionalmente las proteínas que li 
contienen, Bajo estas condiciones de desplegamiento o desnaturaliza- 
ción, una población de moléculas uniformemente plegadas se desesta- 
biliza y se convierte en un conjunto de muchas moléculas no plegadas o 
desnaturalizadas, que pueden tener muchas conformaciones diferentes 
no nativas, y sin actividad biológica. Como hemos visto, existe un gran 
número de conformaciones no nativas posibles (p. ej., 87 — 1). 

La desnaturalización espontánea de las proteínas en condiciones 
desnaturalizantes no resultan una sorpresa dado el incremento impor- 
tante de la entropía que acompaña a la proteína desnaturalizada, que 
asume muchas conformaciones no nativas. Sin embargo, lo que resulta 
sorprendente cs que cuando una muestra pura de un único tipo de 
proteína no plegada colocada en un tubo de ensayo se retorna muy 
cuidadosamente a las condiciones normales (temperatura corporal, 
niveles normales de pH, reducción de la concentración de los desnatu- 
ralizantes), algunos polipéptidos desnaturalizados pueden plegarse en 
forma espontánea a sus estados nativos, biológicamente activos, como 
ocurrió en los experimentos de Anfinsen. Este tipo de experimento de 
replegamiento, así como los estudios que muestran que las proteínas 
sintéticas hechas químicamente pueden plegarse en forma adecuada, 
mostraron que la información que contiene la estructura primaria de 
la proteína podría ser suficiente para dirigir el replegamiento correcto. 
Las nuevas proteínas sintéticas recién sintetizadas se pliegan en sus for- 
maciones adecuadas, tal como lo hacen las proteínas desnaturalizadas. 
La similitud observada en las estructuras tridimensionales de las pro- 
teínas con secuencias similares de aminoácidos, que se notó en la Sec- 
ción 3.1, proporcionó evidencia adicional de que la secuencia primaria 
determina también el plegamiento proteico in vivo. La formación de 
estructuras secundarias y motivos estructurales se produce temprana- 
mente en el proceso de plegamiento, seguida del ensamble de dominios 
estructurales más complejos, los cuales se asocian con estructuras ter- 
ciarias y cuaternarias aún más complejas (Fig. 3-15). 


El plegamiento de las proteínas in vivo está 
promovido por las chaperonas 


Las condiciones de replegamiento de una proteína purificada desnatu- 
ralizada en un tubo de ensayo difieren notablemente de las condiciones 
bajo las cuales se pliega un polipéptido recién sintetizado dentro de una 
célula. La presencia de otras biomoléculas que incluyen a muchas otras 
proteínas a muy altas concentraciones (- 300 mg/mL en las células de 
mamíferos), parte de las cuales son nacientes y están en el proceso de 
plegamiento, puede interferir potencialmente con el plegamiento au- 
tónomo espontáneo de una proteína. Aún más, si bien el plegamiento 
de una proteína a su estado nativo puede ocurrir in vitro, no sucede en 
forma sincronizada para todas las moléculas desplegadas. Teniendo en 
cuenta estos impedimentos, las células requieren un mecanismo más 
rápido y más eficiente para plegar las proteínas a sus formas correctas 
que el que proporciona su secuencia. Sin esta ayuda, las células desper- 
diciarían mucha energía en la síntesis de proteínas plegadas de manera 
incorrecta, no funcionales, que deberían ser destruidas para evitar que 
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FIGURA 3-15 Vía de plegamiento hipotética de una proteína. El plega- 
miento de una proteína monomérica sigue la jerarquía estructural de estruc- 
tura primaria (a) + secundaria (b-d) > terciaria (e). La formación de pequeños 
motivos estructurales (c) parece preceder la formación de dominios (d) y la 


estructura terciaria final (e). 


afectasen la función celular. Las células claramente tienen mecanismos 
de este tipo dado que más del 95% de las proteínas presentes dentro de 
las células han mostrado encontrarse en sus conformaciones nativas. 
La explicación de esta notable eficiencia de las células para promover 
el plegamiento adecuado de las proteínas es que las células sintetizan 
un conjunto de proteínas, llamadas chaperonas, que facilitan el plega- 
miento adecuado de las proteínas nacientes. 

La importancia de las chaperonas está resaltada por la observación 
de que muchas se han conservado durante la evolución. Se encuentran 
en todos los organismos, desde las bacterias hasta los seres humanos, y 
algunas son homólogas, con alta similitud de secuencia, y usan meca- 
nismos casi idénticos para ayudar al plegamiento de las proteínas. Las 
chaperonas emplean la unión al ATP, la hidrólisis de ATP a ADP y el in- 
tercambio de una nueva molécula de ATP por el ADP para inducir una 
serie de cambios de conformación esenciales para su funcionamiento. 


Las chaperonas pueden plegar a 1 


DS pa as proteínas recién sintetizadas a con- 
formaciones funcionales, volver 


a plegar proteínas mal plegadas o des- 


5 luncionales, desensamblar agregados de 
proteínas potencialmente tóxicos 


plegadas a sus conformacione 


que se forman durante el plegamien- 
as y ensamblar y desmantelar grandes 
As Chaperonas, que en los eucariontes se 
localizan en cada compartimento y orgánulo celular, se unen a las pro- 
teínas diana en cuyo plegamiento asistirán. H 
de chaperonas con diferentes e 


to inadecuado de estas molécul 
complejos multiproteicos. | 


ay varios tipos distintos 
structuras, todas las cuales usan la unión 
al ATP y su hidrólisis en una diversidad de formas para facilitar el ple- 


gamiento. Estas incluyen 1) incrementar la unión de la proteína a los 


sustratos y 2) cambiar la conformación de las chaperonas. El cambio 
de conformación dependiente de ATP se emplea para 1) optimizar el 
plegamiento después de que un sustrato se ha plegado, 2) retornar la 
chaperona a su estado inicial con el fin de que esté disponible para 
auxiliar en el plegamiento de otra molécula y 3) establecer el tiempo 


permitido para el replegamiento, que puede ser determinado por la 
tasa de hidrólisis de ATP, 


Se han identificado dos familias generales de chaperonas: 


* Las chaperonas moleculares, que se unen a un segmento corto 
de un sustrato proteico y estabilizan a las proteínas desplegadas o par- 


cialmente plegadas, evitando de este modo que éstas se agreguen y se 
degraden. 


* Las chaperoninas que forman pequeñas cámaras plegadas dentro 
de las cuales puede quedar secuestrada la totalidad o una parte de la 


proteína no plegada, dando tiempo y un medio adecuado para que se 
pliegue adecuadamente. 


Una razón por la cual son necesarias las chaperonas para el ple- 
gamiento de las proteínas intracelulares es que ayudan a evitar el 
agregado de proteínas no plegadas. Las proteínas desnaturalizadas o 
parcialmente plegadas tienden a agregarse en masas grandes, frecuen- 
temente insolubles en agua, a partir de las cuales es extremadamente 
difícil que una proteína se disocie y luego se pliegue en su conforma- 
ción adecuada. En parte, esta agregación se debe a la exposición de las 
cadenas laterales hidrofóbicas que aún no han tenido oportunidad de 
ocultarse en el núcleo central de la proteína plegada. Estas cadenas late- 
rales hidrofóbicas expuestas en diferentes moléculas, se pegarán entre 
sí debido al efecto hidrofóbico (véase el Cap. 2) y promoverán, de este 
modo, la agregación. El riesgo de esta agregación es especialmente alto 
para las proteínas recién sintetizadas que aún no han completado su 
plegamiento adecuado. Las chaperonas evitan la agregación uniéndo- 
se al polipéptido efector o secuestrándolo de otras proteínas parcial o 
completamente desplegadas, dando así a la proteína naciente el tiempo 
para plegarse adecuadamente. 


Chaperonas moleculares La proteína de choque térmico Hsp70 del 
citosol y sus homólogos (Hsp70 de la matriz mitocondrial, BiP del re- 
tículo endoplasmático y DnaK de las bacterias) son chaperonas mole- 
culares. Fueron identificadas tras su aparición rápida después de que 
la célula haya sufrido estrés por un choque térmico (Hsp corresponde 
a la denominación en inglés “heat shock protein”, o su equivalente en 
español proteína de choque térmico). La Hsp70 y sus homólogas son 
las principales chaperonas en todos los organismos. Al unirse al ATP, 
la proteína Hsp monomérica adquiere una forma abierta, en la cual el 
bolsillo hidrofóbico capaz de unir sustrato expuesto se une en forma 


transitoria a las regiones hidrofóbicas expuestas de una proteína efec- 
tora plegada en forma incompleta o parcialmente naturalizada, y luego 
libera rápidamente este sustrato en tanto esté unida al ATP (paso de 
la Fig. 3164). La hidrólisis del ATP unido hace que la chaperona mo- 
lecular adquiera una forma cerrada, que se une a su proteína sustrato 
mucho más estrechamente, y esta unión más estrecha parece facilitar el 
plegamiento de la proteína diana en parte al evitar que se agregue con 
otras proteínas desplegadas. El intercambio del ATP por el ADP unido 
a la proteína genera un cambio de conformación en la chaperona, que 
libera a la proteína diana. Si ahora la diana está adecuadamente ple- 
gada, no puede volver a unirse a una Hsp70. Si permanece al menos 
parcialmente desplegada, puede unirse nuevamente para tener otra 
oportunidad de plegarse en forma adecuada. 

Proteínas adicionales como la co-chaperona Hsp40 de los euca- 
riontes (DnaJ de las bacterias) ayudan a incrementar la eficiencia del 
plegamiento de muchas proteínas, mediado por Hsp7O0, al estimular 
=junto con la unión al sustrato— la tasa de hidrólisis del ATP media- 
da por Hsp70/DnaK, entre 100 y 1 000 veces (véase el paso KA en la 
Fig. 3-16a). Los miembros de 4 familias diferentes de factores de in- 
tercambio de nucleótidos (p. ej., GrpE de las bacterias, BAG, HspBP y 
Hsp110 de los eucariontes) interactúan también con la Hsp70/DnaK, 
y promueven el intercambio de ATP por ADP. Se piensa que múlti- 
ples chaperonas moleculares se unen a todas las cadenas polipeptí- 
dicas nacientes, a medida que son sintetizadas en los ribosomas. En 
las bacterias, el 85% de las proteínas se liberan de sus chaperonas y se 
pliegan normalmente; en el caso de los eucariontes, esta vía la sigue un 
porcentaje más elevado de proteínas. 

La familia proteica Hsp70 no es la única clase de chaperona mole- 
cular. Otra clase distinta de chaperonas moleculares es la familia Hsp90. 
Los miembros de esta familia están presentes en todos los organismos, 
excepto las bacterias archaea. En los eucariontes hay distintas Hsp90 
localizadas en diferentes orgánulos, y la Hsp90 es una de las proteínas 
más abundantes en el citosol (1-2% de las proteínas totales). El abanico 
de sustratos proteicos de las chaperonas Hsp90 no es tan amplio como 
el de algunas otras chaperonas; las Hsp90 son de importancia crítica 
para las células. Las ayudan a manejar las proteínas desnaturalizadas 
generadas por el estrés (p. ej., choque térmico) y aseguran que parte de 
sus sustratos llamados “clientes”, puedan convertirse de un estado inac- 
tivo a uno activo, o bien mantenerse en una conformación funcional. 
En algunos casos, las Hsp90 forman un complejo relativamente estable 
con sus clientes, hasta que una señal adecuada provoque su disociación, 
liberándola para llevar a cabo cierta función regulada en las células. 
Estos clientes incluyen factores de transcripción como los receptores 
para las hormonas esteroides, estrógeno o testosterona, que regulan el 
desarrollo y la función sexual, controlando las actividades de muchos 
genes (véase el Cap. 7). Otro tipo de cliente de las Hsp90 son las enzi- 
mas llamadas cinasas, que controlan las actividades de muchas proteí- 
nas por fosforilación (véanse los Caps. 15 y 16); se estima que hasta el 
20% de todas las proteínas de las levaduras tienen influencia directa o 
indirecta de la actividad de las Hsp90. 

A diferencia de la Hsp70 monomérica, la Hsp90 opera como díme- 
ro, en un ciclo en el cual la unión-hidrólisis de ATP y la liberación de 
ADP están acopladas a cambios conformacionales mayores y la unión, 
activación y liberación de los clientes (Fig. 3-16b). Si bien aún queda 
por aprender acerca del mecanismo de las Hsp90, queda claro que los 
clientes se unen a la conformación “abierta”, que la unión de ATP con- 
duce a la interacción de los dominios que unen ATP y la formación 
de una conformación “cerrada”, y que la hidrólisis del ATP desempeña 
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á) ANIMACIÓN FOCALIZADA: Plegamiento mediado por chaperonas 


FIGURA 3-16 Plegamiento molecular de las (a) Ribosoma 


proteínas mediado por chaperonas. (3) Hsp70 
Muchas proteínas se pliegan en sus estructuras 
tridimensionales adecuadas con la asistencia de 
proteínas similares a la Hsp70. Estas chaperonas 
moleculares se unen a un polipéptido naciente en 
cuanto emerge de un ribosoma o a una proteína 
que se ha plegado de alguna otra forma. En el 
ciclo de la Hsp70, una proteína no plegada se une 
en rápido equilibrio a la conformación abierta del 
dominio que une sustrato (SBD, anaranjado) de la 
Hsp70 monomérica, a la cual se une un ATP (óvalo 
rojo) en el dominio que une nucleótido (N8D, azul) 
(paso ED. €l bolsillo que une sustrato se muestra 
como un parche verde en el dominio que une 
sustrato. Las proteínas accesorias co chaperonas 
(DnaJ/Hsp40) estimulan la hidrólisis de ATP a ADP 
(óvalo azul) y un cambio de conformación en la 
Hsp70 dando como resultado la forma cerrada, 

en la cual el sustrato queda fijado al SBD; aquí, se 
facilita el plegamiento adecuado (paso EY). El inter- 
cambio del ATP por el ADP unido, estimulado por 
otras proteínas co chaperonas accesorias (GrpE/ 
BAG1), convierte la Hsp70 nuevamente a la forma 
abierta (paso E, liberando al sustrato adecuada- 

] (b) 
mente plegado (paso B. (b) Hsp90. Las proteínas 
Hsp90 son dímeros cuyos monómeros contienen 
un dominio NBD N-terminal (azul), un dominio 
de unión (SBD, anaranjado) de un sustrato central 
(cliente) y un dominio de dimerización C-terminal 
(gris). El ciclo de la Hsp90 comienza cuando no 
hay nucleótido unido al NBD y el dímero está en 
una configuración muy flexible, abierta (en forma 
de Y) que puede unirse a los sustratos (paso 
La rápida unión de ATP lleva a un lento cambio de 
conformación en el cual los NBD se dimerizan y los 
SBD se mueven en conjunto a una conformación 

cerrada (paso E. La hidrólisis de ATP da como 
resultado el plegamiento del cliente y la liberación 
de la proteína cliente (pasos 13 M4) La Hsp90 uni- 
da al ADP puede adoptar varias conformaciones, 
que incluyen una forma muy compacta. La libera- 
ción del ADP regenera el estado inicial, que puede 
entonces interactuar con clientes adicionales (paso 
[a] (Parte [b] modificada de M. Taipale, D.F Jarosz y S. Lindquist, 
2010, Nat. Rev. Mo! Cell Biol 11(7]515-528) 


Muy 
compacta 


un papel importante en la activación de ciertas proteínas cliente y su 
ulterior liberación de la Hsp90. Sabemos también que hay al menos 
20 co-chaperonas que pueden tener profundos efectos en la actividad 
de la Hsp90, y éstas incluyen la actividad de la ATPasa y la determina- 
ción de cuáles serán las proteínas clientes (especificidad de clientes). 
Las co-chaperonas también pueden ayudar a coordinar las actividades 
de la Hsp90 y la Hsp70. Por ejemplo, la Hsp70 puede ayudar a iniciar el 
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plegamiento de un cliente que luego es asistido por una co-chaperona 
para el procesamiento adicional por la Hsp90. La actividad de la Hsp90 
también puede verse afectada por su modificación covalente a cargo de 
pequeñas moléculas. Finalmente, las Hsp90 pueden ayudar a que las 
células reconozcan proteínas mal plegadas, incapaces de volver a ple- 
garse, y facilitar su degradación mediante mecanismos que se analizan 
más adelante en este capítulo. Así, como parte del sistema de control 


» calidad de células. las e 
ee le las células, las chaperonas pueden ayudar al plegamiento 


adecuado de la: Ínas cili 
adecu de las proteínas o facilitar la destrucción de las que no se 


pueden plegar adecuadamente. 


Las chaperoninas El plegamiento adecuado de una gran variedad de 
proteínas recién sintetizadas requiere además la ayuda de otro tipo 
de proteínas, las chaperoninas, llamadas también Hsp60. Estos E 
samblados supramoleculares cilíndricos de gran tamaño se forman 
a partir de dos anillos de oligómeros. Hay dos grupos distintos de 
chaperoninas que difieren en cierta medida en sus estructuras, meca- 
nismos moleculares detallados y localizaciones. Las poetas del 
grupo l, presentes en los procariontes, cloroplastos y mitocondrias, 
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FIGURA 3-17 Plegamiento de las proteínas mediado por chaperoninas. 
El plegamiento adecuado de algunas proteínas depende de las chaperoni- 
nas, como la chaperonina procarionte del grupo |, GroEL. (a) La GroEL es un 
complejo con forma de barril de 14 subunidades idénticas de — 60 000 PM 
dispuestas en dos anillos apilados (azul y rojo), de 7 subunidades cada uno, 
que forman dos cámaras de plegamiento de polipéptidos internos diferentes. 
Las tapas homoheptaméricas (subunidades de 10 000 PM), GroÉS (amarillo), 

se pueden unir a cada uno de los extremos del barril y sellar la cámara en cada 
lado. (b) Ciclo de plegamiento GroEL-GroES. Un polipéptido parcialmente ple- 
gado o plegado en forma incorrecta entra a una de las cámaras de plegamien- 
to (paso MI). La segunda cámara queda bloqueada por una tapa GroES. Cada 
anillo de 7 subunidades GroEL se une a 7 ATP los hidroliza y libera los ADP en 
una serie ordenada con la unión y la liberación de GroES y la unión, liberación 


Proteína desplegada 
que se une en la cámara 


Proteína 
liberada 


están formados por dos anillos, cada uno de los cuales tiene siete 
subunidades que interactúan con una “tapa” co-chaperona homo- 
heptamérica. La chaperonina bacteriana del grupo l conocida como 
GroEL/GroES se muestra la Figura 3-17a. En la bacteria E. coli se 
cree que la GroEL participa en el plegamiento de aproximadamente 
el 10% de todas las proteínas. Las chaperoninas del grupo ll, que se 
encuentran en el citosol de las células eucariontes (p. ej., la TriC de 
los mamíferos) y en las bacterias archaea, puede tener entre 8 y 9 
subunidades homoméricas o heteroméricas en cada anillo, y la fun- 
ción “tapa” está incorporada en esa subunidades —no se requiere una 
tapa separada—. Al parecer, la hidrólisis de ATP dispara el cierre de la 
tapa de las chaperoninas del grupo Il. 
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y plegamiento del polipéptido. Los cambios conformacionales mayores que 
ocurren en los anillos de GroEL controlan la unión de la tapa GroES que sella la 
cámara (paso 1283 polipéptido permanece encerrado en la cámara tapada 
donde puede plegarse hasta que la hidrólisis del ATP el paso más lento y limi- 
tante de la velocidad en este ciclo (t1/2 — 105) (paso 1 induce la unión de 
ATP y un GroES diferente al otro anillo (intermediario transitorio que se muestra 
entre paréntesis). Entonces, esto hace que la tapa GroES y el ADP unido al anillo 
que contiene el péptido se liberen, abriendo la cámara y permitiendo que la 
proteína plegada difunda hacia fuera de la cámara (paso a Si el polipéptido 
se pliega en forma adecuada, puede avanzar el funcionamiento en el interior 
de la célula. Si permanece plegado parcialmente o mal plegado, puede volver 
a un GroEL no ocupado y puede repetirse el ciclo (Parte (a) MERA de David L. 
Nelson y Michael M. 2000, Cox, Lehninger: Principles of Biochemistry, 3d ed. W H. Freeman and To) 
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la bigura 31 7b ilustra el ciclo GroEl¿GroEs del plegamiento 
proteico. Un polipeptido plegado o mal plegado = 00 KD de masa es 
capturado por residuos hidrofobicos cerca de la entrada de la camara 
GroEl, y entra a una de las camaras de pleganuento (camara superior 
dela Fig. 3-17b). La segunda camara esta bloqueada por la tapa Grobs. 
Cada una de las 14 subunidades de GroEl puede unir ATP, hidrolizarlo 
y posteriormente liberar ADP. Estas reacciones están concertadas para 
cada subconjunto de 7 subunidades en un anillo unico, y conducen 
a cambios conformacionales mavores. Estos cambios controlan tanto 
la union de la tapa GroES, que sella la camara, como cl ambiente de 
la cámara en el cual ocurre el plegamiento del polipeptido. El polipep 
tido permanece encerrado en la camara cerrada por esta tapa. All pue- 
de plegarse hasta que la hidrolisis de ATP en esa camara, el paso más 
lento v limitante de la velocidad del ciclo (t,, 10 s) induzca la union 
de ATP y de un GroES diferente al otro anillo. Este luego hace que la 
tapa GroES y el ADP unidos al anillo que contiene el peptido se libe- 
ren, abriendo la cámara y permitiendo que la proteina plegada difunda 
hacia el exterior de ésta. Si el polipéptido se plego en forma adecuada, 
puede proceder a funcionar en la celula. Si permanece parcialmente 
plegado o mal plegado puede volver a unirse a una GroEL no ocupa- 
da, y el ciclo se puede repetir. Hay una relación reciproca ente los dos 
anillos en un complejo GroEL. El cierre de una cámara por GroES para 
permitir que el sustrato secuestrado se pliegue en ella está acompañado 
de la liberación de un polipéptido sustrato de la cámara del segundo 
anillo (unión, plegamiento y liberación simultánea desde la segunda 
camara no se ilustran en la Fig. 3-17b). Hay una similitud sorprendente 
entre el diseño de un barril con tapa de GroEU/GroES, en el cual las 
proteinas están secuestradas para su plegamiento, y la estructura del 
proteasoma 265 que participa en la degradación proteica (y que se ana- 
liza en la Seccion 3.4), Además, un grupo de proteínas que son parte de 
la familia AAA” de ATPasas, estan compuestas por anillos hexaméricos 
con un poro central, en el cual pueden entrar los sustratos para plegarse 
o desplegarse o, en algunos casos, sufrir proteólisis; ejemplos de esto se 
analizarán en el Capitulo 13. 


Las proteínas plegadas en forma alternativa 
tienen implicación en las enfermedades 


La evidencia reciente sugiere que una proteina puede plegarse en 

una estructura tridimensional alternativa como resultado de mu- 
taciones, modificaciones covalentes inadecuadas, que se producen des- 
pués de la síntesis proteica u otras razones aún no identificadas. Este 
“plegamiento erróneo” no solo lleva a la pérdida de la función normal 
de la proteina, sino que con frecuencia lá etiqueta para su degradación 
proteolitica. Sin embargo, cuando la degradación es incompleta o no 
está acompañada de plegamiento inadecuado, la acumulación poste- 
rior de la protema mal plegada o sus fragmentos proteoliticos contri- 
buyen a ciertas enfermedades degenerativas caracterizadas por la pre- 
sencia de agregados insolubles, desordenados o proteinas desordenadas 

(placas), en varios organos, que incluyen el higado y el cerebro. 

Algunas enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer y la 
enfermedad de Parkinson de los seres humanos, y la encefalopatía es- 
pongiforme transmisible (enfermedad de las “vacas locas” ), en las vacas 
y ovejas, están marcadas por la formación de placas filamentosas enre- 
dadas en un cerebro en deterioro (Fig. 3-18 Los filamentos armioides 
que componen estas estructuras derivan de abundantes proteinas natu- 
rales como la protema precursora amiloidea Tau, que está embebida en 
la membrana plasmática, una proteina que se une a los microtúbuios, y 
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FIGURA 3-18 La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la forma- 
ción de placas insolubles compuestas por proteína amiloide. 3) * b2:3 
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la proteina priónica, una proteina “infecciosa”. Bajo la influencia de cau- 
sas desconocidas, estas proteinas con helices Go sus fragmentos proteo- 
líticos se pliegan a estructuras que contienen una hoja $ alternativa y se 
polimerizan a filamentos muy estables. Si los depósitos extracelulares de 
estos hlamentos o las proteinas plegadas en forma alternativa, solubles. 
resultan tóxicas para las células, aun no está claro. E 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 3.2 


Plegamiento proteico 

* La estructura primaria (secuencia de aminoacidos) de una protema 
determina su estructura tridimensional, la que a su vez determina su 
función. En resumen, la función deriva de la estructura v la estructura 
deriva de la secuencia. 


* Dado que la función de la proteina deriva de su estructura, las pro- 
teinas recién sintetizadas deben plegarse en la forma correcta para fun- 
cionar adecuadamente. 


» La estructura plana del enlace pe 


ptídico limita el nú 
| mer . 
maciones que puede tene q 


run polipéptido (véase Fig. 3-14). 


* La secuencia de aminoácidos de una 
una conformación tridimension 
teínas se despleg 


proteína dicta su plegamiento a 


al específica, el estado nativo. Las pro- 


arán o se desnaturalizarán si se las trata en con 


diciones 
que alteran las inter ciones 


qn , acciones no covalentes que estabilizan sus estruc- 
turas tridimensionales. 


* El plegamiento de las proteínas in vivo ocurre con la ayuda de las 


chaperonas dependientes de ATP. Las chaperonas pueden influenciar a 


roteínas de vari ¡ ¡ 
las p arias maneras, que incluyen el evitar el plegamiento 


inadecuando y la agregación, el facilitar el plegamiento adecuado y el 


mantener una estructura adecuada, estable, requerida para la actividad 
ulterior de las proteínas (véase la Fig. 3-16) 


* Hay dos grandes clases de chaperonas: 1) las chaperonas molecu- 
lares que se unen a un segmento corto de un sustrato proteico y 2) 
las chaperoninas que forman cámaras de plegamiento dentro de las 
cuales puede estar secuestrada parte o toda una proteína no plegada, 


dándole tiempo, en el ambiente adecuado, para que se pliegue ade- 
cuadamente. 


* Parte de las enfermedades neurodegenerativas son provocadas por 


agregados de proteínas plegadas en forma estable en una conforma- 
ción alternativa. 


3.3 Unión de las proteínas y catálisis enzimática 


Las proteínas llevan a cabo una diversidad extraordinaria de activida- 
des dentro y fuera de las células y la mayoría de estas funciones se basan 
sobre la capacidad de estas moléculas de comprometerse en una activi- 
dad en común: la unión. Las proteínas se unen entre sí, a Otras macro- 
moléculas, a moléculas pequeñas y a iones. En esta sección describimos 
algunas características clave de la unión de las proteínas y luego nos 
centramos en un grupo de proteínas, las enzimas, con mayor detalle. 
Las actividades de otras clases funcionales de proteínas (estructurales, 
de andamiaje, transporte, regulación, motoras) se describirán en capí- 
tulos posteriores. 


La unión específica de ligandos subyace a las 
funciones de la mayoría de las proteínas 


La molécula a la cual se une una proteína se llama ligando. En algunos 
casos la unión del ligando provoca un cambio en la forma de la proteína. 
Estos cambios de conformación son integrales al mecanismo de acción 
de muchas proteínas e importantes en la regulación de su actividad. 
Dos propiedades de una proteína caracterizan el modo en el que 
se une al ligando. La especificidad se refiere a la capacidad de la proteí- 
na de unirse a una molécula o a un grupo muy pequeño de moléculas 
con preferencia a todas las demás. La afinidad se refiere a la estrechez 
o la fuerza de la unión, expresada habitualmente por la constante de 
disociación (K¿). La K¿ para un complejo proteína-ligando, que es la 


inversa de la constante de equilibrio K¿ para la reacción de unión, es 
la medida cuantitativa más común de la afinidad (véase el Cap. 2). 
Cuanto más fuerte sea la interacción entre una proteína y un ligando, 
menor será el valor de K¿. Tanto la especificidad como la afinidad 
de una proteína por un ligando dependen de la estructura del sitio 
de unión al ligando. Para que ocurran interacciones de alta afinidad 
y alta especificidad, la forma y las propiedades químicas del sitio de 
unión deben ser complementarias a las de las moléculas de ligando, 
propiedad llamada complementariedad molecular. Como vimos en 
el Capítulo 2, la complementariedad molecular permite que las mo- 
léculas formen múltiples interacciones no covalentes en un espectro 
cercano y de este modo se mantengan unidas. 

Uno de los ejemplos mejor estudiados proteína-ligando, que im- 
plica exquisita afinidad y alta especificidad, es el de los anticuerpos 
que se unen a los antígenos. Los anticuerpos son proteínas que circu- 
lan en la sangre y son fabricadas por el sistema inmunitario (véase el 
Cap. 23) en respuesta a los antígenos que son habitualmente macro- 
moléculas presentes en los agentes infecciosos (p. ej., una bacteria o 
un virus) u otras sustancias extrañas (p. ej., proteínas o polisacáridos 
de los pólenes). Los diferentes anticuerpos se generan en respuesta 
a diferentes antígenos y estos anticuerpos tienen la notable caracte- 
rística de unirse en forma específica (“reconocimiento”) a una parte 
del antígeno llamada epítopo, que inicialmente indujo la producción 
del anticuerpo, y no de otras moléculas. Los anticuerpos actúan como 
sensores específicos para los antígenos, formando complejos antíge- 
no-anticuerpo que inician una cascada de reacciones protectoras por 
las células del sistema inmunitario. 

Todos los anticuerpos son moléculas en forma de Y, constituidas 
por dos cadenas idénticas más largas o pesadas, y dos cadenas idén- 
ticas más cortas o ligeras (Fig. 3-19a). Cada brazo de una molécula 
de anticuerpo contiene una cadena ligera única, ligada a una cadena 
pesada por un puente disulfuro. Cerca del extremo de cada brazo 
hay seis bucles altamente variables llamados regiones determinado- 
ras de la complementariedad (CDR) que forman los sitios de unión 
al antígeno. Las secuencias de los 6 bucles son altamente variables 
entre los anticuerpos, lo cual genera sitios de unión al ligando, de 
complementariedad única, que los hacen específicos para diferentes 
epítopos (Fig. 3-19b). El íntimo contacto entre estas dos superfi- 
cies, estabilizado por numerosas interacciones no covalentes, es res- 
ponsable de la especificidad de unión extremadamente precisa que 
muestra un anticuerpo. 

La especificidad de los anticuerpos es tan precisa que pueden 
distinguir entre las células de los miembros individuales de una 
especie y, en algunos casos, entre proteínas que difieren solo por 
un único aminoácido, o inclusive entre proteínas con secuencias 
idénticas, que solo tienen diferencias en las modificaciones postra- 
duccionales. Dada su especificidad y la facilidad con la cual pueden 
producirse (véase el Cap. 23), los anticuerpos son reactivos de mu- 
cha utilidad en muchos de los experimentos que se analizarán en 
capítulos posteriores. 

Veremos muchos ejemplos de unión proteína-ligando en este libro, 
lo que incluye hormonas que se unen a receptores (véase el Cap. 15), 
moléculas de regulación que se unen al DNA (véase el Cap. 7) y mo- 
léculas de adhesión celular que se unen a la matriz extracelular (véase 
el Cap. 20), solo por nombrar algunas. Aquí nos fijamos en el modo 
en que la unión de una clase de proteínas, las enzimas, a sus ligandos 
resultan en la catálisis de las reacciones químicas esenciales para la su- 
pervivencia y funcionamiento de las células. 
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FIGURA 3-19 Unión proteína-ligando de los anticuerpos. (a) Modelo de 
cinta de un anticuerpo. Cada molécula de anticuerpo de la inmunoglobulina 
clase IgG consiste en dos cadenas pesadas idénticas (rojo claro y rojo Oscuro) y 
dos cadenas livianas idénticas (azul) unidas covalentemente por puentes disul- 
furo. El esquema muestra un diagrama de la estructura general que contiene las 
dos cadenas ligeras y las dos pesadas. (b) Ajuste de guante-mano entre un anti- 
cuerpo y el sitio al cual se une (epitopo) sobre su antigeno diana -en este caso, 
la lisozima de la clara del huevo-. Las regiones en las que las dos moléculas se 
contactan se muestran como superficies. El anticuerpo hace contacto con el 
antígeno con residuos de todas sus regiones determinantes de la complernen- 
tariedad (CDR). En esta vista, es especialmente aparente la complementariedad 
molecular del antígeno y del anticuerpo, donde los “dedos” que se extienden 
desde la superficie del antígeno se enfrentan a los “surcos” de la superficie del 


anticuerpo. 


Las enzimas son catalizadores altamente 
eficientes y específicos 


El subconjunto de proteínas que catalizan las reacciones químicas, la 
formación y ruptura de enlaces covalentes se llaman enzimas, y los 
ligandos de las enzimas se llaman sustratos. Las enzimas constituyen 
una clase muy grande e importante de proteínas —de hecho, casi toda 
reacción química de la célula es catalizada por un catalizador específico, 
habitualmente un enzima-. El RNA es otra forma de macromolécula 
catalítica de la célula. Estos RNA se llaman ribozimas (véase el Cap. 4). 
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Se han identificado miles de diferentes Upos de enzimas, cada una 
de las cuales cataliza una reacción química única o un conjunto de 
reacciones íntimamente relacionadas. Ciertas enzimas se hallan en la 
mayoría de las células, porque catalizan la síntesis de productos celu- 
lares comunes (p. €j., proteínas, ácidos nucleicos y fosfolípidos) o par- 
ticipan en la cosecha energética a partir de los nutrientes (p. ej., por la 
conversión de glucosa y oxígeno a dióxido de carbono y agua, durante 
la respiración celular). Otras enzimas solo están presentes en un tipo 
particular de célula, porque catalizan las reacciones químicas únicas 
de ese tipo celular (p. ej., las enzimas de las células nerviosas que con- 
vierten tirosina a dopamina, un neurotransmisor). Si bien la mayoría 
de las enzimas se localiza dentro de las células, algunas se secretan y 
funcionan en sitios extracelulares como la sangre, el aparato digestivo 
o incluso fuera del organismo (p. ej., las enzimas tóxicas del veneno de 
las serpientes venenosas). 

Como todos los catalizadores (véase el Cap. 2), las enzimas aumen- 
tan la velocidad de una reacción, sin afectar el grado de ésta, que está 
determinado por el cambio de energía libre (AG) entre los reactantes y 
los productos, y no cambian en forma permanente como consecuen- 
cia de la reacción que catalizan. Las enzimas aumentan la velocidad de 
reacción al bajar la energía del estado de transición, y por lo tanto, la 
energía de activación requerida para alcanzarlo (Fig. 3-20). En el tubo 
de ensayo, los catalizadores como el carbón y el platino facilitan las 
reacciones, pero habitualmente solo a altas temperaturas o presiones, a 
pH extremadamente alto o bajo o en solventes orgánicos. Sin embargo, 
dentro de las células, las enzimas deben funcionar en forma efectiva 
en un ambiente acuoso a 37 *C y 1 atmósfera de presión, y a valores 
de pH fisiológicos, habitualmente 6,5-7,5 aunque en ocasiones más 
bajo. Notablemente, las enzimas muestran un inmenso poder catalíti- 
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FIGURA 3-20 Efecto de una enzima sobre la energía de activación de 
una reacción química. Estivia de reacción hipotética muestra los cambios 

en la energía libre, G, a medida que avanza la reacción Una reacción ocurrirá 

en forma espontánea sólo s: la 6 total de los productos es menor que la de los 
reactantes (AG negativa) Sin embargo, todas las reacciones químicas proceden 
a través de uno o más estados de transición de alta energía, y la velocidad de 
una reacción es inversamente proporcional a la energía de activación (AG'), que 
es la diferencia de energía hbre entre los reactantes y el estado de transición 

(el punto más elevado a lo largo de la via) Las enzimas y otros catalizadores 
aceleran la velocidad de una reacción, reduciendo la energía libre del estado de 
transición y, de este modo, la AG”. 


co, acelerando las velocidades de reacció 0-10 
> de reacción 10-10 veces con respecto 


“acciones atalizadar - 
alas reacciones no catalizadas correspondientes en condiciones por lo 


demas similares. 


Un sitio activo de la enzima se une al sustrato 
y efectúa la catálisis 


Ciertos aminoácidos de una enzima son particularmente importantes 
para determinar su especificidad y poder catalítico. En | 


e a conformación 
nativa de una enzima, los 


ee aminoácidos críticamente importantes (que 
habitualmente provienen de diferentes partes de la secuencia lineal del 


polipéptido), se mantienen cercanos formando un surco en la super- 
ficie llamado el sitio activo (Fig. 3-21). Un sitio activo habitualmente 
constituye solo Una pequeña parte del total de la proteína, y la parte 
restante está implicada en el plegamiento del polipéptido, la regulación 
del sitio activo y las interacciones con otras moléculas. 

Un sitio activo tiene dos regiones funcionalmente importantes: el 
sito de unión al sustrato, que reconoce y se une al sustrato o a los sustra- 
tos, y el sitio catalítico que lleva a cabo la reacción química una vez que el 
sustrato se ha unido. Los grupos catalíticos del sitio catalítico son cadenas 
laterales de los aminoácidos y los grupos carbonilo y amino del esque- 
leto. En algunas enzimas se superponen los sitos catalítico y de unión al 
sustrato; en otras, las dos regiones son estructuralmente distintas. 

El sitio de unión al sustrato es el responsable de la notable espe- 
cificidad de las enzimas -su capacidad de actuar en forma selectiva 
sobre un sustrato o sobre un pequeño número de sustratos química- 
mente relacionados—. La alteración de la estructura de un sustrato de 
una enzima en solo uno o unos pocos átomos, o un cambio sutil en la 
geometría, por ejemplo estereoquímico del sustrato, pueden resultar 
en una molécula variante que ya no sea sustrato de la enzima. Como 
ocurre con la especificidad de los anticuerpos por los antígenos, des- 
crita previamente, la especificidad de las enzimas por los sustratos es 
consecuencia de la precisa complementariedad molecular entre el sitio 
de unión al sustrato y éste. Habitualmente solo uno o unos pocos sus- 
tratos pueden encajar con precisión en un sitio de unión. 


(a) Sitio catalítico 


(b) Sitio catalítico Bolsillo de unión 
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FIGURA 3-21 Sitio activo de la enzima tripsina. (a) Un sitio activo de una 
enzima está compuesto por un bolsillo de unión donde une especificamente 
un sustrato y un sitio catalítico, donde lleva a cabo la catálisis. (b) Una represen- 
tación de la superficie de la proteasa de la serina tripsina. Las grietas del sitio 
activo que contienen el sitio catalítico (las cadenas laterales de la triada catalítica 
Ser-195, Asp-102 e His-57 que se muestran como figuras pegadas) y la especi- 
fcidad de la cadena lateral del sustrato del bolsillo de unión pueden verse con 
claridad, ¡La parte [b] es cortesía de P Teesdale-Spittle,) 


La idea de que los sustratos deben unirse a las enzimas del modo en 
que una llave encaja en una cerradura fue sugerida por primera vez 
por Emil Fischer en 1894. En 1913, Leonor Michaelis y Maud Leo- 
nora Menten proporcionaron evidencia crucial en apoyo de esta hi- 
pótesis. Mostraron que la velocidad de una reacción enzimática era 
proporcional a la concentración del sustrato a bajas concentraciones 
del sustrato, pero a medida que la concentración de éste aumentaba, la 
reacción alcanzaba una velocidad máxima (Vmmáx) y Se independizaba 
de la concentración del sustrato, puesto que el valor de V;,,, era direc- 
tamente proporcional a la cantidad de enzima presente en la mezcla 
de reacción (Fig. 3-22). 

Dedujeron que esta saturación a alta concentración de sustrato se 
debía a la unión de las moléculas de sustrato (S) a un número fijo y 
limitado de sitios en las enzimas (E), y llamaron a las especies unidas 
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FIGURA 3-22 K, y Va, para una reacción catalizada por enzimas. La K... 
y la Vimax se determinan a partir del análisis de la dependencia de la velocidad de 
reacción inicial con la concentración del sustrato, La forma de estas curvas ciné- 
ticas hipotéticas es característica de una reacción simple catalizada por enzima 
en la cual un sustrato (5) se convierte a un producto (P). La velocidad inicial se 
mide inmediatamente después de la adición de la enzima al sustrato, antes que 
la concentración de este cambie de modo apreciable (a) Gráficas de la veloci- 
dad inicial a dos concentraciones diferentes de la enzima [E] como función de 

la concentración del sustrato [5]. La [S] que resulta en una velocidad de reacción 
sernimáxima es la constante de Michaelis, Km, una medida de la afinidad de E 
para transformar S a P Cuadruplicar la concentración de la enzima genera un 
incremento proporcional en la velocidad de la reacción y, por lo tanto, la Vimáx Se 
cuadruplica; sin embargo, la Km no se altera, (b) Gráficas de la velocidad inicial 
versus la concentración del sustrato con un sustrato $ para el cual la enzima 
tiene una alta afinidad y con un sustrato S' para el cual la enzima tiene una baja 
afinidad. Nótese que la Vos. es la misma con ambos sustratos porque [E] es la 
misma, pero la Km es más alta para S; el sustrato de baja afinidad. 


3.3 Unión de las proteínas y catálisis enzimática 79 


| | Sustrato 


Sitio catalítico 


1 | Bolsillo de unión 


> 


/ 


Complejo 
enzima-sustrato 


Productos 


XQ 


Sustrato 


FIGURA 3-23 Modelo esquemático del mecanismo de reacción de 

una enzima. La cinética enzimática sugiere que las enzimas (E) se unen a las 
moléculas de sustrato (S) a través de un número fijo y limitado de sitios en las 
enzimas (los sitios activos). La especie unida se conoce como complejo enzima- 


sustrato (ES). El complejo ES está en equilibrio con la enzima no unida y el 
sustrato y es un paso intermedio en la conversión del sustrato al producto (P). 


el complejo enzima-sustrato (ES). Propusieron que el complejo ES está 
en equilibrio con la enzima no unida y el sustrato y es un paso inter- 
medio en la conversión finalmente irreversible del sustrato al producto 


(P) (Fig. 3-23): 


E+S ==ES —>E+P 


y que la velocidad V, de formación del producto a una conformación 
dada de sustrato [S] está dada por lo que ahora se conoce como la ecua- 
ción de Michaelis-Menten: 


Ñ [S] ' 
Vo = Vas ET + Ko pal 
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en la que la constante de Michaelis, K;,, una medida de la afinidad de 
una enzima por su sustrato, es la concentración del sustrato a la que 
se logra una velocidad de reacción semimáxima (es decir, 1/2 V,,,,,. en 
Fig. 3-22). La K;y» de algún modo, tiene naturaleza similar, aunque no 
idéntica, a la constante de disociación Kq (véase el Cap. 2). Cuanto más 
pequeño sea el valor de K;,, más efectiva será la enzima en la síntesis de 
un producto a partir de soluciones diluidas de un sustrato y menor será 
la concentración de sustrato necesaria para alcanzar la velocidad semi- 
máxima. Cuanto más pequeña sea la K¿, menor será la concentración 
de ligando necesaria para alcanzar el 50% de la unión. La concentración 
de las diferentes moléculas pequeñas de una célula varía ampliamente 
igual que los valores K,, para las diferentes enzimas que actúan en ellas. 
Una buena regla general es recordar que la concentración intracelular 
de un sustrato es aproximadamente la misma o ligeramente superior al 
valor de K,, de la enzima a la cual se une. 

Las velocidades de reacción, a saturación del sustrato, varían enor- 
memente entre las enzimas. El número máximo de moléculas de sus- 
trato convertidas a producto en un sitio activo único de una enzima 
por segundo se llama número de recambio, que puede ser menor de 1 
para las enzimas muy lentas. El número de recambio para la anhidrasa 
carbónica, una de las enzimas más rápidas, es 6 x 10 moléculas/s. 

Muchas enzimas catalizan la conversión de sustratos a productos 
dividiendo el proceso en reacciones químicas múltiples individuales 
que implican complejos enzima sustratos múltiples distintos (ES, ES”, 
ES”, etc.) generados antes de la liberación final de los productos: 


E+S == ES =ES' == ES “== ..E+P 


Los perfiles energéticos de estas reacciones de múltiples pasos implican 
múltiples colinas y valles (Fig. 3-24) y se han desarrollado métodos para 
atrapar a los intermediarios de tales reacciones, con el fin de aprender 
más acerca de los detalles de cómo las enzimas catalizan reacciones. 


Las proteasas de serina demuestran 
cómo opera el sitio activo de una enzima 


Las proteasas de serina, una familia grande de enzimas que escinden 
proteínas, o enzimas proteolíticas, se usan en todo el mundo biológico 
para digerir alimentos (las enzimas pancreáticas tripsina, quimotrip- 
sina y elastasa), para controlar la coagulación sanguínea (la enzima 
trombina) e incluso para ayudar a los gusanos de seda a abrirse paso 
fuera de sus capullos (serrapeptasa). Este tipo de enzimas es útil para 
ilustrar el modo en que un sitio de unión enzima-sustrato y un sitio 
catalítico cooperan en reacciones de múltiples pasos para convertir los 
sustratos en productos. Aquí consideraremos de qué manera la tripsina 
y sus dos proteasas pancreáticas muy relacionadas evolutivamente, la 
quimotripsina y la elastasa, catalizan la ruptura de un enlace peptídico: 


1 
|) 


+ NH3*—P, 


H 


donde, en el sustrato polipeptídico, P, es parte de la proteína en el ex- 
tremo N-terminal del enlace peptídico y P, es la porción hacia el extre- 
mo C-terminal. Consideramos en primer término el modo en que las 
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FIGURA 3-24 Perfiles de reacción de energía libre de reacciones no 
catalizadas y catalizadas por enzimas en múltiples pasos. (a) Perfil de 
reacción de energía libre de una reacción hipotética simple no catalizada que 
convierte el sustrato (S) al producto (P) por medio de un estado de transición 
de alta energía único. (b) Muchas enzimas catalizan reacciones de este tipo 
dividiendo el proceso en múltiples pasos diferentes, en este caso, la formación 


proteasas de la serina se unen específicamente a sus sustratos y luego 
mostramos en detalle el modo en que funciona la catálisis. 
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E+S =>ES => EX —>E+P 


de un complejo PS seguido de la conversión mediante un estado de transición 
único (EX) a la enzima libre (E) y P La energía de activación para cada uno de 
estos pasos es significativamente menos que la energía de activación para la 
energía no catalizada, así, la enzima aumenta en forma notable la velocidad de 


la reacción 


La Figura 3-25a muestra cómo el polipéptido sustrato se une al 
sitio de unión al sustrato, en el sitio activo de la tripsina. Hay dos in- 
teracciones de unión clave. El sustrato (esqueleto de polipéptido en 
negro) y la enzima (esqueleto de polipéptido en azul) forman puentes 
de hidrógeno que se asemejan a una hoja fB. En segundo término, una 
cadena lateral clave del sustrato, que determina qué péptido de éste 
será escindido, se extiende dentro del bolsillo de unión con especificidad 
por la cadena lateral, en cuya parte inferior reside la cadena lateral con 
carga negativa del Asp-189 de la enzima. La tripsina tiene una notable 
preferencia por hidrolizar sustratos en el lado carboxílico (C=0) de 
un aminoácido, con una cadena lateral larga con carga positiva (argini- 
na o lisina) porque la cadena lateral se estabiliza en el bolsillo de unión 
específico de la enzima, por acción del Asp-189 de carga negativa. 

Ligeras diferencias en las estructuras de bolsillos, con especificidad 
por lo demás similar, permiten explicar las diferentes especificidades 
por los sustratos de dos proteasas de serina relacionadas: la quimotrip- 
sina prefiere los grupos aromáticos grandes (como en Fen, Tir, Trp) y 
la elastasa prefiere las cadenas laterales cortas de Gli y Ala (Fig. 3-25b). 


FIGURA 3-25 Unión del sustrato en el sitio activo de las proteasas de 


serina del tipo de la tripsina./ lso acto dela tmpsina molécula pur 
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peptidico de la ergirmna adecuadamente parada hdrotss catalizada por la 
tada catatitica del so al dela enarma las cadenas laterales de la Ser-195, 
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La Ser-189 neutra de la quimotripsina permite que las cadenas late- 
rales hidrofóbicas, no cargadas, grandes, se unan en forma estable al bol- 
sillo. La especificidad de la elastasa se ve influenciada por el reemplazo de 
glicinas en los costados del bolsillo de la tripsina, con las cadenas alifáti- 
cas laterales ramificadas de las valinas (Val-216 y Val-190) que obstruyen 
el bolsillo (Fig. 3-25b). En consecuencia, las grandes cadenas laterales en 
los sustratos no pueden encajar en el bolsillo de la elastasa, mientras que 
los sustratos con cadenas laterales cortas, como alanina o glicina en esta 
posición, pueden unirse bien y ser objeto de roturas posteriores. 

En el sitio catalítico, las tres enzimas emplean el grupo hidroxilo de 
la cadena lateral de una serina en posición 195 para catalizar la hidrólisis 
de los enlaces peptídicos en los sustratos proteicos. Una tríada catalítica 
formada por las tres cadenas laterales de Ser-195, His-57 y Asp-102 par- 
ticipa en lo que es esencialmente una hidrólisis de dos pasos. La Figura 
3-26 muestra la manera en que la tríada catalítica coopera para la rotura 
del enlace peptídico, con la Asp-102 y la His-57 sosteniendo el ataque del 
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FIGURA 3-26 Mecanismos de la hidrólisis de enlaces peptídicos 
mediado por proteasas de serina. La tríada catalítica de Ser-195, His-57 y 
Asp-102 en los sitios activos de las proteasas de serina emplea un mecanismo 
de múltiples pasos para hidrolizar los enlaces peptídicos de las proteínas diana. 
(a) Después de que un sustrato polipeptídico se une al sitio activo (véase la Fig 
3-25) formando un complejo ES, el oxígeno del hidroxilo de la Ser-195 ataca al 
carbono del carbonilo del péptido diana del sustrato (amarillo). Los movimien- 
tos de los electrones se indican con flechas. (b) Este ataque resulta en la forma- 
ción de un estado de transición llamado intermediario tetraédrico, en el cual la 
carga negativa del oxigeno del sustrato se estabiliza mediante los puentes de 
hidrógeno formados con el agujero oxianión de la enzima. (c) Los movimientos 
adicionales de electrones dan como resultado la ruptura del enlace peptídico, 
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(b) Intermediario tetraédrico (estado de transición) 
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(e) Intermediario tetraédrico (estado de transición) 


oxigeno del hidroxilo de la Ser-195 en el carbono del carbonilo del sus- 
trato. Este ataque inicialmente genera un estado de transición inestable, 
con cuatro grupos unidos a este carbono (intermediario tetraédrico). La 
rotura del enlace peptídico C—N libera luego una parte de la proteína- 
sustrato (NH,-P,), mientras que la otra parte permanece unida cova- 
lentemente a la enzima mediante un enlace éster unido al oxígeno de 
la serina, formando un intermediario acilo relativamente estable. El re- 
emplazo posterior de este oxígeno por uno procedente del agua, en una 
reacción que involucra a otro intermediario tetraédrico inestable, lleva a 
la liberación del producto final (P,—COOH). Los estados de transición 
intermedios tetraédricos se estabilizan parcialmente por la formación de 
puentes de hidrógeno entre los grupos amino del esqueleto de la enzima, 
en lo que se llama un agujero oxianión. La gran familia de las proteasas 
de serina y enzimas relacionadas con una serina en el sitio activo ilustra 
cómo un mecanismo de reacción eficiente se emplea reiteradamente en 
diferentes enzimas para catalizar reacciones similares. 
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la liberación de uno de los productos de reacción (NH,—P») y la forrnación de 
la acil enzima (complejo ES”. (d) Luego, un oxigeno de una molécula del agua 
que actúa corno solvente ataca el carbono del carbonilo de la acil enzima. (e) 
Este ataque resulta en la formación de un segundo intermediario tetraédrico. 
(f) Movimientos adicionales de electrones resultan en la ruptura del enlace 
Ser-195-sustrato (formación del complejo EP) y la liberación del producto final 
de reacción (P, —COOH). La cadena lateral de la His-57, que se mantiene en la 
orientación adecuada mediante puentes de hidrógeno con la cadena lateral 
de la Asp-102, facilita la catálisis al retirar y donar protones durante toda la 
reacción (recuadro). Si el pH es demasiado bajo y la cadena lateral de la His-57 
se protona, no puede participar en la catálisis y la enzima está inactiva. 
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FIGURA 3-27 Dependencia de la actividad enzimática con el pH. Los 
grupos ¡onizables (titulables mediante pH) de los sitios activos o de cualquier 
otro lugar de las enzimas con frecuencia deben protonarse o desprotonarse 
para permitir que el sustrato adecuado se una u ocurra la catálisis o para permi- 
tir que la enzima adopte la conformación correcta. La medición de la actividad 
enzimática como función del pH puede emplearse para identificar el pK,. Las 
proteasas de serina pancreáticas, como la quimotripsina (Curva de la derecha), 
muestran actividad máxima a pH aproximadamente 8 a raíz de la titulación de 
la His-57 del sitio activo (requerida para la catálisis, pk, — 6,8) y del amino termi- 
nal de la proteína (requerido para la conformación adecuada, pK, — 9). Muchas 
hidrolasas lisosomales han evolucionado para mostrar un pH óptimo más bajo 
(= 4,5, curva de la izquierda) para adecuarse al bajo pH interno de los lisosomas, 


dentro de los cuales actúan. (Adaptado de P Lozano, T. De Diego y J L Iborra 1997, Eur J 
Biochem, 248(1)80-85. y W A Judice y cols, 2004, Eur. J Biochem. 27115) 1046-1053 


Los mecanismos de las proteasas de serina señalan varias caracte- 
rísticas generales clave de la catálisis enzimática: 1) los sitos catalíticos 
de las enzimas han evolucionado para estabilizar la unión a un estado 
de transición, bajando de este modo la energía de activación y acele- 
rando la reacción global, 2) las múltiples cadenas laterales junto con 
el esqueleto polipeptídico cuidadosamente organizados en tres dimen- 
siones, trabajan en conjunto para transformar químicamente sustrato 
a producto con frecuencia mediante reacciones en múltiples pasos, y 
3) la catálisis ácido-base mediada por una O más cadenas laterales de 
los aminoácidos con frecuencia es empleada por las enzimas, tal como 
cuando el grupo imidazol de la His-57 de las proteasas de serina actúa 
como base para remover el hidrógeno de los grupos hidroxilo de la 
Ser-195. En consecuencia, frecuentemente solo un estado de ionización 
particular (protonado o no protonado) de una o más cadenas laterales 
de los aminoácidos del sitio catalítico es compatible con la catálisis y así 
la actividad enzimática depende del pH. 

Por ejemplo, el imidazol de la His-57 de las proteasas de la serina, 
cuyo pK, es = pH 6,8, puede ayudar al ataque hidroxílico del sustrato 
por la Ser-195 solo si no está protonado. Así, la actividad de la proteasa 
es baja a pH menor de 6,8 y la forma del perfil de la actividad de pH en 
el espectro de pH de 4-8 coincide con la titulación de la cadena lateral 
dela His-57, que está regida por la ecuación de Henderson-Hasselbalch, 
con una inflexión cerca de 6,8 (véanse los datos de la quimotripsina en 
la Fig. 3-27 y en el Cap. 2). La actividad cae a valores de pH más altos, 
generando una curva de campana, porque el plegamiento adecuado de 


la proteína se interrumpe cuando el grupo amino del extremo amino 


a proteína (pK, — 9,0) se desprotona; la conformación cer- 


terminal de | 
lencia. 


ca del sitio activo cambia en consect | 
La sensibilidad al pH de la actividad de una enzima puede deberse 


a los cambios en la ionización de los grupos catalíticos, que participan 
directamente de la unión al sustrato O grupos que influencian en la 
conformación de la proteína. Las proteasas pancreáticas evolucionaron 
para operar en las condiciones de neutralidad o ligeramente básicas 
de los intestinos; así, sus pH óptimos son = 8. Las proteasas y Otras 
enzimas hidrolíticas que funcionan en condiciones acídicas deben 
emplear un mecanismo catalítico diferente. Tal es el caso de las enzi- 
mas del estómago (pH - 1) como la proteasa pepsina o aquellas que 
se encuentran dentro de los lisosomas (pH = 4,5), que desempeñan 
n la degradación de las macromoléculas dentro de las 
células (véanse los datos de las enzimas lisosomales en la Fig. 3-27). 
En realidad, las hidrolasas lisosomales que degradan una gran variedad 
de biomoléculas (proteínas, lípidos, etc.) son relativamente inactivas al 
pH del citosol (- 7), lo cual ayuda a proteger la célula de autodigerirse, 
si estas enzimas se escaparan de los confines del lisosoma, limitado por 


un papel clave e 


una membrana. 
Una característica clave de la catálisis enzimática que no se ve en 


las proteasas de serina, pero se encuentra en muchas otras enzimas, es 
la presencia de un cofactor o grupo prostético. Este grupo “cooperador” 
es una pequeña molécula no polipeptídica o un ion (p. ej., hierro, cinc, 
cobre, manganeso) que se une al sitio activo y desempeña un papel 
fundamental en el mecanismo de reacción. Los pequeños grupos pros- 
téticos orgánicos de las enzimas también se llaman coenzimas. Parte de 
éstos se modifican químicamente durante la reacción y así necesitan 
reemplazarse o regenerarse después de cada reacción; otros no lo re- 
quieren. Ejemplos de ellos incluyen al NAD* (nicotinamida adenina di- 
nucleótido), el FAD (flavina adenina dinucleótido) (véase la Fig. 2-33) 
y los grupos hemo que unen oxígeno en la hemoglobina o transfieren 
electrones en algunos citocromos (véase la Fig. 12-14). Así, la reaccio- 
nes químicas catalizadas por enzimas no están restringidas por el nú- 
mero limitado de tipos de aminoácidos presentes en las cadenas poli- 
peptídicas. Muchas vitaminas —por ejemplo las vitaminas del complejo 
B, tiamina (B,), riboflavina (B,) y piridoxina (B¿), y la vitamina C- que 
no pueden ser sintetizadas por las células de mamífero funcionan como 
coenzimas o son empleadas para generarlas. Esa es la razón por la que 
las vitaminas deben adicionarse al medio líquido en el cual se hacen 
crecer las células en el laboratorio (véase el Cap. 9). 

Las pequeñas moléculas que pueden unirse a los sitios activos e 
impedir las reacciones catalíticas se llaman inhibidores enzimáticos. 
Estos inhibidores son herramientas útiles para estudiar los papeles de 
las enzimas, tanto en las células como en los organismos completos. 
Los inhibidores que se unen directamente a los sitios de unión de las 
enzimas y de este modo compiten en forma directa con la capacidad 
normal de los sustratos para unirse, se llaman inhibidores competiti- 
vos. Alternativamente, los que interfieren con la actividad enzimática 
de otro modo, por ejemplo, uniéndose a algún otro sitio de la enzima 
y cambiando su conformación, se llaman no competitivos. Los inhibi- 
dores complementan el uso de mutaciones en los genes y una técnica 
llamada interferencia del RNA (iRNA) para poner a prueba la función 
de una enzima dentro de las células (véase el Cap. 5). Los tres enfoques 
se pueden usar para estudiar las funciones de macromoléculas no enzi- 
máticas. Sin embargo, la interpretación de los resultados de los estudios 
con inhibidores puede ser compleja, cuando, como suele ocurrir, los 
inhibidores bloquean más de una proteína. 
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La inhibición de la actividad de las proteinas por pequenas mole 

culas es la base de acción de la mayorta de los fármacos y de los 
agentes de la guerra biológica. La aspirina inhibe a las enzimas llama 
das ciclooxigenasas, cuyos productos pueden provocar dolor. El sarin y 
otros gases que actúan sobre los nervios reaccionan contra los grupos 
hidroxilo de las serinas activas, tanto de las proteasas de serina como de 
la enzima relacionada, esterasa de acetilcolina, que es una enzima cen- 
tral en la regulación de la conducción nerviosa (véase el Cap. 22), 8 


Las enzimas de una vía común con frecuencia 
están físicamente asociadas entre sí 


Las enzimas que participan en un proceso metabólico común (p. ej., 
la degradación de la glucosa a piruvato durante la glucólisis, véase el 
Cap. 12) generalmente se localizan en el mismo compartimento celular, 
el citosol, en una membrana o dentro de un orgánulo en particular, 
Dentro de este compartimento, los productos de una reacción pueden 
difundir a la enzima siguiente de la vía. Sin embargo, la difusión im- 
plica movimiento al azar y puede ser un proceso relativamente lento e 
ineficiente para mover moléculas entre las enzimas (Fig. 3-28a). Para 
superar este impedimento, las células han desarrollado mecanismos 
para mantener a las enzimas de una misma vía próximas entre sí, en un 
proceso llamado acoplamiento metabólico. 

En el mecanismo más simple de este tipo, los polipéptidos con di- 
ferentes actividades catalíticas se agrupan unos cerca de otros, como 
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FIGURA 3-28 Ensamblaje de las enzimas en complejos multienzimá- 
ticos eficientes. En las vías de reacción hipotéticas que se ilustran aquí, los 
reactantes iniciales se convierten a productos finales por la acción secuencial 
de tres enzimas: A, 8 y C. (a) Cuando las enzimas están libres en solución, o 

aún se encuentran restringidas dentro del mismo compartimento celular, los 
intermediarios de la secuencia de reacción deben difundir de una enzima a 

la siguiente, un proceso inherentemente lento. (b) La difusión está reducida, 

o en gran medida se elimina, cuando las enzimas individuales se asocian en 
complejos de múltiples subunidades, ya sea por si mismas o con la ayuda de 
una proteína andamio. (c) La integración más cercana de diferentes actividades 
cataliticas ocurre cuando las enzimas se fusionan a nivel genético, transformán- 
dose en dominios genéticos de una única cadena polipeptídica. 
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subunidades de una proteina multimerica, o se ensamblan en un “an 
damio” comun, que los mantiene unidos (big. 528), Este estructura 
permite que los productos de una reacción sean canalizados directa- 
mente a la siguiente enzima de la vía. En algunos casos, proteínas inde- 
pendientes se han fusionado en los genes para crear una enzima única 
multidominio, multifuncional, como se describió con anterioridad en 


este capítulo, 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 3.3 


Unión de las proteínas y catálisis enzimática 


* La función de una proteína depende de su habilidad de unirse a otras 
moléculas, conocidas como ligandos. Por ejemplo, los anticuerpos se 
unen a un grupo de ligandos conocidos como antígenos, y las enzimas 
se unen a reactantes llamados sustratos, que se convertirán en produc- 
tos mediante reacciones químicas. 


* La especificidad de una proteína por un ligando en particular se re- 
fiere a una unión preferencial de uno o de unos pocos ligandos muy 
relacionados. La afinidad de una proteína por un ligando en particular 
se refiere a la fuerza de la unión, habitualmente expresada por la cons- 
tante de disociación K¿. 


* Las proteínas son capaces de unirse a ligandos por la complemen- 
tariedad molecular entre los sitios de unión al ligando y los ligandos 
correspondientes. 


* Las enzimas son proteínas catalíticas que aceleran la velocidad de las 
reacciones celulares, bajando la energía de activación y estabilizando 
los intermediarios del estado de transición (véase la Fig. 3-20). 


* Un sitio activo de una enzima que habitualmente es sólo una pequeña 
parte de la proteína, comprende dos partes funcionales: un sitio que 
se une al sustrato y un sitio catalítico. El sitio que se une al sustrato es 
responsable de la exquisita especificidad de las enzimas, debido a su 
complementariedad molecular con el sustrato y el estado de transición. 


* La unión inicial de los sustratos (S) a las enzimas (E) resulta en la 
formación de un complejo enzima-sustrato (ES), que luego atraviesa 
una o más reacciones catalizadas por los grupos catalíticos presentes en 
el sitio activo hasta que se forman los productos (P). 


* De las curvas en las que se representa la velocidad de reacción versus 
concentración del sustrato, pueden determinarse dos parámetros ca- 
racterísticos de una enzima: la constante de Michaelis, K,,, una medida 
aproximada de la afinidad de la enzima para convertir el sustrato en 
producto, y la velocidad máxima V,,,,,, una medida de su potencia ca- 
talítica (Fig. 3-22). 


* Las velocidades de las reacciones catalizadas por las enzimas varían 
enormemente, y los números de recambio (el número de moléculas 
de sustrato que se convierten a productos en un único sitio activo, a 
saturación del sustrato) van de < 1 a 6 x 10* moléculas/s. 


* Muchas enzimas catalizan la conversión de los sustratos a los productos 
dividiendo el proceso en múltiples reacciones químicas individuales, que 
implican múltiples complejos enzima-sustrato distintos (ES”, ES”, etc.). 
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* Con frecuencia, las enzimas, emplean la c 
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catalíticos (PK), con frecuencia se refleja en el perfil de tasa de pH de 
la actividad enzimática, 


atálisis ácido-base media- 


* En e enzimas, pequeñas moléculas no polipeptídicas o iones, 
llamadas cofactores O grupos prostéticos, pueden unirse al sitio activo 
y desempeñar un papel esencial en la catálisis enzimática. Los peque- 


ños grupos prostéticos orgánicos presentes en las enzimas también son 


llamados coenzimas; las vitaminas que no pueden ser sintetizadas por 


las células de los animales superiores, funcionan como coenzimas o se 
emplean para generarlas, 


* Las enzimas de una vía común se localizan dentro de compartimentos 
celulares específicos y pueden además estar asociadas como dominios 
de una proteína monomérica, subunidades de una proteína multimé- 


rica 0 componentes de una proteína compleja ensamblados en un an- 
damio común (véase la Fig. 3-28). 


3.4 Regulación de la función de las proteínas 


La mayoría de los procesos celulares no son independientes entre 
sí ni ocurren a una velocidad constante. Las actividades de todas las 
proteínas y biomoléculas están reguladas para integrar sus funcio- 
nes para el óptimo desempeño para la supervivencia. Por ejemplo, 
la actividad catalítica de las enzimas está regulada de modo tal que 
la cantidad de producto de reacción es la suficiente para satisfacer 
los requerimientos de la célula. Como resultado de ello, las concen- 
traciones de los sustratos y los productos en el estado estacionario 
variarán dependiendo de las condiciones celulares. La regulación de 
las proteínas no enzimáticas —la apertura O cierre de los canales de 
la membrana o el ensamblaje de un complejo macromolecular, por 
ejemplo— también es esencial. 

En general, hay tres formas de regular la actividad enzimática. En 
primer lugar, las células pueden aumentar o disminuir el nivel de una 
proteína en el estado estacionario al alterar su velocidad de síntesis, 
su velocidad de degradación, O ambas. En segundo término, las célu- 
las pueden cambiar la actividad intrínseca, de un modo independien- 
te de la cantidad de la proteína. Por medio de interacciones covalentes 
y no covalentes, pueden cambiar la afinidad por la unión al sustrato o 
el tiempo en que la proteína se encuentra en la conformación activa 
por oposición a la forma inactiva. En tercer lugar, puede haber un 
cambio en la localización o la concentración de la proteína dentro de 
la célula, de la diana de la actividad proteica (p. ej., un sustrato enzi- 
mático) o de alguna otra molécula requerida para la actividad de la 


proteína (p. ej., un cofactor enzimático). Los tres tipos de regulación 
desempeñan papeles y funciones esenciales en las células vivas. En 
esta sección analizaremos primero los mecanismos para la regulación 
de la cantidad de una proteína y luego pasaremos a las interacciones 
covalentes y no covalentes que regulan la actividad de la proteína. 


La síntesis y degradación regulada de las proteínas 
es una propiedad fundamental de las células 


La velocidad de síntesis de las proteínas está determinada por la veloci- 
dad a la cual el DNA se convierte a mRNA (transcripción), la cantidad 
de mRNA activo en la célula en el estado estacionario y la velocidad a la 
cual el mRNA se convierte a proteínas recién sintetizadas (traducción). 
Estas vías importantes se describen en detalle en el Capítulo 4. 

El espectro de vida de las proteínas intracelulares varía desde 
unos pocos minutos, para las ciclinas de la mitosis, que ayudan a re- 
gular el paso a través de la etapa de la división celular de este proceso 
(véase Cap. 19), hasta toda la vida de un organismo, para las proteínas 
del cristalino ocular. El espectro vital de una proteína está controlado, 
principalmente, por la degradación regulada de las proteínas. 

Hay dos papeles especialmente importantes para la degradación 
de las proteínas. En primer lugar, la degradación elimina las proteí- 
nas que son potencialmente tóxicas, están inadecuadamente plega- 
das o ensambladas o están dañadas —lo cual incluye a los productos 
de los genes mutados y las proteínas dañadas por los metabolitos 
químicamente activos de las células o el estrés (p. ej., el choque tér- 
mico)-. A pesar de la existencia del plegamiento proteico mediado 
por chaperonas, algunas proteínas recién sintetizadas se degradan 
rápidamente porque están plegadas de modo incorrecto. Esto puede 
ocurrir por una falla en la participación de las chaperonas necesa- 
rias en el momento adecuado para guiar su plegamiento o por su 
ensamblaje defectuoso en complejos. La mayoría del resto de las 
proteínas se degradan con mayor lentitud; la degradación es de al- 
rededor 1-2% por hora, en las células de mamífero. En segundo tér- 
mino, la destrucción controlada de proteínas, por lo demás norma- 
les, proporciona un mecanismo poderoso para mantener los niveles 
adecuados de estas moléculas y de sus actividades y para permitir 
cambios rápidos de sus niveles y ayudar a las células a responder a 
las condiciones cambiantes. 

Las células eucariontes tienen varias vías para la degradación 
de las proteínas. Una de las principales es la degradación median- 
te las enzimas de los lisosomas, que son orgánulos limitados por 
membrana, cuyo interior acídico (pH - 4,5) está lleno de enzimas 
hidrolíticas del huésped. La degradación en el interior de los lisoso- 
mas está dirigida principalmente contra los orgánulos envejecidos o 
dañados de la célula mediante un proceso conocido como autofa- 
gia— (véase el Cap. 14) y hacia las proteínas extracelulares captadas 
por la célula. Los lisosomas serán analizados extensamente en capí- 
tulos posteriores. Aquí nos centraremos en otra vía importante: la 
degradación de las proteínas en el citoplasma por los proteasomas, 


que puede constituir hasta el 90% de la degradación proteica en las 
células de los mamíferos. 


El proteasoma es una máquina molecular usada 
para la degradación de las proteínas 


Los proteasomas son máquinas macromoleculares muy grandes que se 
usan para degradar proteínas e influencian muchas funciones celulares 


3.4 Regulación de la función de las proteínas 85 


(1) ANIMACIÓN GENERAL: El proteosoma 


(b) ENH FIGURA 3-29 Proteólisis mediada por ubicuitina y 
2 proteasomas. (1) 2 uerdacol proleosomo 205 lene Una 

El E2 | Proteína diana estructura alíndrica conun casquete 1965 lazal) en cada 
Ub AMP | | citosólica extremo de un núcleo 205, que consiste en cuatro anillos, 

+ATP +PP; c=0 E2 El c=0 eptaméricos apilados ( 10 Ade diámetro 4 160Á de 

Ñ ) | Ñ ) | argo), cada uno de los cuales contiene o bien subuni 

El Ub Ub Enl dades a (anillos externos) o bien subunidades (3 (anillos 

O E2 ES) E ia apeptialEo nternos) (amarillo). Derecha: conte transversal del núcleo 
A 205 que muestra las cámaras internas, La proteólis de las 
E1 = enzima activadora de la ubicuitina S proteínas marcadas por la ubicultina tene lugar dentro de 
E2 = enzima conjugadora de la ubicuitina —NH-=C=—Ub a cámara interna del núcleo formado por los anillos f, (b) 


| E3=ligasa de ubicuitina 


| Ub = ubicuitina 
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as proteínas son marcadas para la degradación proteasó 
mica mediante poliubicuitinación. La enzima El se activa 


por la unión de una molécula de ubicuitina (Ub) (paso 8 

) y luego transfiere su molécula Ub a un residuo de cisteína 
presente en E2 (paso BJ) La ligasa de ubicuitina (E3) trans 
hiere la molécula de Ub presente en la cadena lateral -NH)2 
de una lisina de la E2 en una proteína marcada, formando 
un enlace isopeptídico (paso 13) Se añaden moléculas 
adicionales de Ub a la proteína marcada, modificada por la 
Ub por medio de enlaces isopeptídicos a la Ub previamente 
añadida por repetición de los pasos na formando una 
cadena de poliubicuitina (paso DO. proteína marcada 
poliubicuitinilada es reconocida por el casquete del proteo 
soma que emplea desubicuitinasas para retirar los grupos 
Ub y la hidrólisis de ATP para llevar a cabo el desplegamien 
to y la transferencia de la proteína desdoblada dentro de la 
cámara de proteólisis de la zona central, a partir de la cual 
luego se liberan fragmentos de digestión del péptido más 


corto (paso 5) (Parte [a] de W Baumeister y cols, 1998, Cell 98 357 
cortesía de W Baumeister y modificada de M Bochtler y cols, 1999, Ann Hey 
Biophys Brornol struct 28:295-31/) 
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diferentes, incluidos el ciclo celular (véase el Cap. 19), la transcripción, 
la reparación del DNA (véase el Cap. 4), la muerte celular programada 
o apoptosis (véase el Cap. 21), el reconocimiento y respuesta a las in- 
fecciones por organismos extraños (véase el Cap. 23) y la eliminación 
de proteínas plegadas de modo incorrecto. En una célula de mamífero 
típica hay aproximadamente 30 000 proteasomas. 

Los proteasomas consisten en — 50 subunidades y tienen una masa 
de 2-2,4 X 10* Da. Tienen una zona central catalítica, en forma de ba- 
rril, llamada proteasoma 205 (en la que $ es una unidad Svedberg so- 
bre la base de las propiedades de sedimentación de la partícula y es 
proporcional a su tamaño), que tiene aproximadamente 14,8 nm de 
altura y 11,3 nm de diámetro. Unidos a los extremos de este núcleo se 
encuentran uno o dos complejos llamados casquetes 198 (Fig. 3-29a) 
que regulan la actividad catalítica de la zona central 20S. Cuando este 
núcleo 205 y uno de los casquetes, o ambos, se combinan, se conoce 
como el complejo 265, si bien el que contiene ambos casquetes tiene 
tamaño mayor (305). Un casquete 195 tiene entre 16 y 18 subunidades 
proteicas, 6 de las cuales pueden hidrolizar ATP (es decir, son ATPa- 
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sas del tipo AAA) con el fin de proporcionar la energía necesaria para 
desplegar los sustratos proteicos y transferir selectivamente la energía 
de ellos a la cámara interna del núcleo catalítico del proteasoma. Los 
estudios genéticos hechos en levaduras han mostrado que las células 
no pueden sobrevivir sin proteasomas funcionales, lo que da cuenta de 
su importancia, Más aún, la actividad adecuada de los proteasomas es 
de importancia tal que las células gastarán hasta el 30% de la energía 
necesaria en sintetizar una proteína para degradarla en un proteasoma. 

El núcleo catalítico 20S de un proteasoma está formado por dos ani- 
llos internos cada uno de los cuales consta de siete subunidades B, con 
tres sitios activos proteolíticos por anillo, que delimitan la cámara inter- 
na de - 1,7 nm de diámetro, con forma de barril, y dos anillos externos 
cada uno con siete subunidades Q%, que controlan el acceso del sustrato 
(Fig. 3-29a). Los proteasomas pueden degradar la mayoría de las proteí- 
nas por completo, a raíz de que los tres sitios activos en cada anillo de 
subunidades $ pueden separar residuos hidrofábicos, acídicos o básicos. 
Los sustratos polipeptídicos deben entrar a la cámara a través de una 
abertura regulada de - 1,3 nm de diámetro, que se encuentra en el cen- 
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, sin embargo, su inhibición parcial durante 
intervalos breves se introdujo como un enfoque para la quimioterapia 
del cáncer, Para sobrevivir y crecer, las células necesitan normalmente 
la actividad intensa de una proteína reguladora llamada NE B (véase el 
Cap. 10) así como de otras proteínas similares “pro supervivencia”. A su 
vez, la NE,B puede operar completamente y promover la supervivencia 
solo cuando su inhibidor, el 1,8, está separado y es degradado por los 
proteasomas (véase el Cap. 16). La inhibición parcial de la actividad de 
los proteasomas por una molécula pequeña de un fármaco inhibidor 
da como resultado el aumento de los niveles de 1,B y, en consecuencia, 
la disminución de la actividad de la NF,B (es decir, la pérdida de su 
actividad pro supervivencia). En consecuencia, las células mueren por 
apoptosis. Dado que algunos tipos de células tumorales son más sensi- 
bles a la eliminación por los inhibidores de los proteasomas que las 
células normales, la administración controlada de los inhibidores de los 
proteasomas a niveles que matan las células cancerosas pero no las nor- 
males, mostró ser una terapia efectiva para al menos un tipo de cáncer 
letal, el mieloma múltiple. MM 


La ubicuitina marca a las proteínas citosólicas 
para su degradación en los proteasomas 


Si los proteasomas degradan rápidamente solo aquellas proteínas que 
tienen defectos o están programadas para ser eliminadas, deben po- 
der distinguir entre las proteínas que necesitan degradarse y las que no 
lo requieren. Las células marcan las proteínas que deberían ser degra- 
dadas, uniendo covalentemente a ellas una cadena lineal de múltiples 
copias de un polipéptido de 76 residuos llamado ubicuitina, que está 
muy conservado desde las levaduras hasta los seres humanos. Esta “cola 
de poliubicuitina” sirve como un “beso de la muerte” celular que marca 
a las proteínas para su destrucción en los proteasomas. La adición de 
ubicuitina (Fig. 3-29b) implica tres pasos distintos: 


L. La activación de la enzima activadora de la ubicustina (El) por la adi- 
ción de una molécula de ubicuitina, reacción que requiere ATP. 


2. La transferencia de esta molécula de ubicuitina a un residuo de cis- 
teína en la enzima que conjuga ubicuitina(E2). 


3. La formación de un enlace covalente entre el grupo carboxilo de la 
glicina C-terminal 76 de la ubicuitina unida a la E2 y el grupo amino de 
la cadena lateral de un residuo de lisina en la proteína diana, reacción 


catalizada por la hiyasa nbncuma proteína (13), Vote po de enlace se 
lina enlace nopepridico porque une covalentemente an grupo anuno 
de una cadena lateral, más que un grupo amino (, al grupo carboxalo. 


Las reacciones posteriores de las ligasas unen covalentemente la glicina 


Cterminal acona ubicuitina adi jonal por medio de un enlace Mopép 
tido a La cadena lateral de la lisina 48, dela ubicuitina adicionada pre 


viamente, para generar una cadena de poliubicuitina unida en forma 


covalente a li proteína electora. 


Después de la adición de al menos cuatro ubicuitinas a la cadena 


de polinbicuitina, el casquete regulador 195 del proteasoma 265 (en 
ocasiones con la ayuda de protelnas accesorias) reconoce las proteÍ- 
nas marcadas con la poliubicuitina y las despliega y transporta al 
interior del proteasoma para su degradación (véase la Fig. 3-29b). A 
medida que el sustrato poliubicuitinado se despliega y pasa a la parte 
central del proteasoma, enzimas llamadas desubicuitinasas (Dubs) 
hidrolizan los enlaces entre las ubicuitinas individuales y entre la 
proteína efectora y la ubicuitina, reciclando las ubicuitinas para Ci- 
clos adicionales de modificación de proteínas (véase la Lig. 3-29b). 
El análisis de las secuencias del genoma humano indica la presencia 
de — 90 Dubs, de los cuales aproximadamente el 80% emplea cisteí- 
na en una tríada catalítica similar a las proteasas de serina descritas 
previamente. En algunas Dubs, el cinc es un participante clave de las 
reacciones catalíticas. 


Especificidad de la degradación El marcado de proteínas específicas 
para la degradación proteasómica se logra principalmente por medio 
de la especificidad de sustrato de la ligasa E3, Como un testimonio de 
su importancia, hay más de 600 genes de ligasa de ubicuitina predi- 
chos en el genoma humano. Las muchas ligasas E3 de las células de los 
mamíferos aseguran que pueda modificarse, cuando fuera necesario, 
la amplia variedad de proteínas que requerirán ser poliubicuitinadas. 
Algunas ligasas E3 están unidas a chaperonas que reconocen proteí- 
nas desplegadas o mal plegadas; por ejemplo, la ligasa E3 CHIP es una 
co-chaperona para la Hsp70. Éstas y otras proteínas (co chaperonas, 
factores escolta, adaptadores) pueden mediar la poliubicuitinación 
catalizada por la ligasa E3 de estas proteínas disfuncionales, que no 
pueden volver a plegarse en forma adecuada rápidamente, y su entre- 
ga a los proteasomas para la degradación. En estos casos, el sistema 
proteasoma-ubicuitinación-chaperona opera concertadamente para 
el control de calidad de las proteínas. 

Además del control de calidad, el sistema proteasoma-ubicuitina 
puede emplearse para regular la actividad de importantes proteínas 
celulares. Ejemplo de ello es la degradación regulada de proteínas 
llamadas ciclinas, que controlan el ciclo celular (véase el Cap. 19). 
Las ciclinas contienen la secuencia interna Arg-X-X-Leu-Gli-X-lle- 
Gli-Asp/Asn (X puede ser cualquier aminoácido), reconocida por 
complejos enzimáticos ubicuitinantes específicos. En un momento 
específico del ciclo celular, cada ciclina es fosforilada por una ciclina 
cinasa. Se piensa que esta fosforilación provoca un cambio de con- 
formación que expone la secuencia de reconocimiento a las enzimas 


ubicuitinantes, lo que conduce a la poliubicuitinación y la degrada- 
ción proteaosómica. 


Otras funciones de la ubicuitina y de las moléculas relacionadas 
con la ubicuitina Hay varios parientes cercanos de la ubicuitina que 
emplean mecanismos similares dependientes de El, E2 y E3 para la 
activación y transferencia a sustratos aceptores. Estas modificaciones 
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ubicuitinoides controlan procesos tan diversos como la importación 
nuclear regulada por el modificador ubicuitinoide Sumo y la autofagia 
regulada por el regulador ubicuitinoide Atg8/LC3 (véase el Cap. 14). La 
unión de la ubicuitina a una proteína efectora puede emplearse para 
propósitos distintos de marcar la proteína para su degradación, como 
veremos más adelante en este capítulo, y algunos de éstos implican en- 
laces poliubicuitina distintos de los que se realizan a través de la Lis48. 

Tal como ocurre para la adición de ubicuitina, la desubicuitinación 
está involucrada en un proceso distinto de la degradación de proteínas 
mediada por proteasomas. Los métodos de espectroscopia de masas 
basados en la “proteómica” a gran escala que se describen más adelante 
en este capítulo, junto con enfoques computacionales sofisticados, han 
sugerido que Dubs, que con frecuencia se unen en complejos multi- 
proteicos, están comprometidos en un espectro extraordinariamente 
amplio de procesos celulares. Éstos varían desde la división celular y 
el control del ciclo celular (véase el Cap. 19), al transporte a través de 
las membranas (véase el Cap. 14) pasando por las vías de señalización 


celular (véanse los Caps. 15 y 16). 


Los enlaces no covalentes permiten la regulación 
alostérica o cooperativa de las proteínas 


Además de regular la cantidad de una proteína, las células también 
pueden regular la actividad intrínseca de ella. Uno de los mecanismos 
más importantes para regular la función proteica es mediante las inte- 
racciones alostéricas. En el sentido más general, alosterismo (del grie- 
go “otra forma”) se refiere a cualquier cambio de la estructura terciaria 
o cuaternaria de una proteína, o de ambas, inducido por el enlace no 
covalente de un ligando. Cuando un ligando se une a un sitio (A) de 
una proteína e induce a un cambio de conformación y un cambio de 
actividad asociado de un sitio diferente (B), el ligando se llama efec- 
tor alostérico de la proteína, mientras que el sitio (A) se llama sitio de 
unión alostérico y la proteína se llama proteína alostérica. Por definición, 
las proteínas alostéricas tienen múltiples sitios de unión, al menos uno 
para el efector alostérico y al menos uno para otras moléculas con las 
cuales interactúa la proteína. El cambio alostérico de actividad pue- 
de ser positivo o negativo; es decir, puede inducir un aumento o una 
disminución de la actividad de la proteína. Alosterismo negativo con 
frecuencia implica al producto final de una vía bioquímica de múlti- 
ples pasos, que se une a una enzima y reduce su actividad, la cual es 
catalizadora de un paso temprano, controlador de la velocidad para esa 
vía. De este modo, se evita la síntesis excesiva del producto. Este tipo 
de regulación de una vía metabólica también se llama inhibición por 
producto final o inhibición por retroalimentación. La regulación alos- 
térica es particularmente prevalente en enzimas multiméricas y otras 
proteínas, en las que los cambios de conformación en una subunidad 
se trasmiten a la subunidad adyacente. 

Cooperatividad es un término utilizado con frecuencia como sinó- 
nimo de alosterismo, y habitualmente se refiere a la influencia (posi- 
tiva O negativa) que la unión de un ligando a un sitio tiene sobre la 
unión a otra molécula del mismo tipo de ligando en un sitio diferente. 
La hemoglobina representa un ejemplo clásico de unión cooperativa 
positiva, dado que la unión de un ligando único, el oxígeno molecular 
(O,), aumenta la afinidad de la unión de la siguiente molécula de oxí- 
geno, Cada una de las 4 subunidades de la hemoglobina contiene una 
molécula hemo. Los grupos hemo son los componentes de la hemoglo- 
bina que unen oxígeno (véase la Fig. 3-13). La unión del oxígeno a la 
molécula hemo en una de las 4 subunidades de la hemoglobina induce 
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FIGURA EXPERIMENTAL 3-30 La hemoglobina une oxígeno cooperati- 
vamente. Cada proteína de hemoglobina tetramérica tiene cuatro sitios de 
unión al oxigeno, a saturación, todos los sitios están cargados con oxigeno. La 
concentración de oxígeno en los tejidos comúnmente se mide como la pre- 
sión parcial (pO,). La P50 es la pO, a la cual se encuentran ocupados la mitad 
de los sitios de unión de oxígeno, a una concentración de hemoglobina dada, 
en cierta medida, es análoga a la Km para una reacción enzimática. El gran 
cambio en la cantidad de oxigeno unido, en un pequeño espectro de valores 
de pO,, permite la descarga eficiente de oxígeno en los tejidos periféricos tales 
como el músculo. La forma sigmoidea de una curva de saturación porcentual 
versus concentración de ligando indica unión cooperativa, en la cual la unión 
de una molécula de oxigeno influye alostéricamente en la unión de moléculas 
de oxígeno adicionales. En ausencia de unión cooperativa, la curva de unión es 
una hipérbola, semejante a las curvas de la Figura 3-22. (Adaptado de L Stryer, 1995 
Biochemistry, 4th ed, W.H Freernan and Company) 


un cambio de conformación local, cuyo efecto se disemina a las otras 
subunidades, bajando la K¿ (aumentando la afinidad) para la unión 
de moléculas de oxígeno adicionales a los hemo remanentes, lo cual 
da una curva de unión sigmoidea para el oxígeno (Fig. 3-30). Dada la 
forma sigmoidea de la curva de saturación del oxígeno, solo se requiere 
un incremento de cuatro veces en la concentración del oxígeno para 
que la saturación porcentual de los sitios de unión del oxígeno de la 
hemoglobina cambie de 10 a 90%. Por el contrario, si no hay coope- 
ratividad y la forma de la curva es la típica del tipo Michaelis-Menten, 
o unión no cooperativa, se requeriría un incremento de 8] veces en la 
concentración del oxígeno para llevar a cabo el mismo incremento en 
la carga de sus sitios de unión en la hemoglobina. 

Esta cooperatividad permite que la hemoglobina capte oxígeno en 
forma muy eficiente en los pulmones, donde la concentración de oxíge- 
no es alta, y la descargue en los tejidos donde la concentración es baja. 
Así, la cooperatividad amplifica la sensibilidad de un sistema a cambios 
de concentración en su ligando, lo que proporciona, en muchos casos, 
una ventaja evolutiva selectiva. 


La unión no covalente de calcio y el GTP se emplean 
ampliamente como interruptores alostéricos para 
controlar la actividad de las proteínas 


A diferencia del oxígeno que provoca cambios alostéricos graduales 
en la actividad de la hemoglobina, algunos otros efectores alostéricos 


actúan como interr "es, encendi 

10 erruptores, encendiendo o apagando la actividad de 
| | yl unirse a ellas en forma no covalente. Dos 
'ICOS Importantes que apare 
siones en este libro, especialmente 


muchas proteinas distintas 


interruptores alosté : 
cerán en muchas oca- 
en el contexto de las vías de señaliza- 


¡ón celulares (véanse los € e a 
C e los Caps. 15 y 16), son el Cal' y el GTP. 


Encendido por Ca?*/calmodulina La conce 


: ntración de Ca? libre en 
el citosol (no unido a molécul 


y n : as distintas del agua) se mantiene muy 
baja (- 10 M) por acción de proteinas de tr 


| ansporte especializadas de 
las membranas, que continu 


| amente bombean el exceso de Ca?* hacia el 
exterior del citosol. Sin embargo, como aprenderemos en el Capítulo 11, 


aumentar de 10 a 100 veces 


la concentración citosólica de Ca?* puede 
cuando se abren los canales de la membrana de] 


ai a superficie celular per- 
meables al Ca”* y permiten que el Ca?* extracelular fluya al interior de la 
célula; este incremento en el calcio citosólico es detectado por proteínas 
especializadas que unen Ca?*, que alteran la conducta celular activan- 
do o desactivando otras proteínas. La importancia del Ca?* extracelular 
para la actividad celular fue documentada inicialmente por S. Ringer en 
1883, cuando descubrió que los corazones de rata aislados, suspendidos 
en una solución de NaCl hecha con agua corriente “dura” (rica en Ca**) 
de Londres, se contraían maravillosamente, mientras que latían escasa- 
mente y se detenían con rapidez si se empleaba agua destilada. 

Muchas de las proteínas que unen Ca”* lo hacen empleando el mo- 
tivo estructural mano EF-hélice-bucle-hélice analizado previamente 
véase la Fig. 3-9b). Una proteína mano EF bien estudiada, la calmodu- 
lina, se encuentra en todas las células eucariontes y puede existir como 
proteina monomérica individual o como subunidad de una proteína 
multimérica. Una molécula en forma de mancuerna, la calmodulina, 
contiene 4 manos EF que unen Ca”*, con valores de Kd 10 M. La 
unión de Ca** a la calmodulina provoca un cambio de conformación 
que permite que la Ca**/calmodulina se una a secuencias conservadas 
de varias proteinas efectoras (Fig. 3-31), lo que hace que éstas se acti- 
ven o desactiven. La calmodulina y proteinas similares del tipo mano 
EF funcionan de esta manera como proteínas interruptoras, que actúan 
concertadamente con los cambios en los niveles de Ca"? para modular 


la actividad de otras proteinas. 


Cambios mediados por las proteínas que unen nucleótidos de 
guanina Otro grupo de proteinas interruptoras intracelulares constituye 
la superfamilia de las GT'Pasas. Como su nombre sugiere, estas proteínas 
son enzimas, GT Pasas, que pueden hidrolizar GTP (guanosina-trifosta- 
to) a GDP (guanosina-difosfato). Incluyen la proteina monomérica Ras, 


cuva estructura se muestra en la Figura 3-8 con el GP) unido, que se ve 


en azul. y la subunidad Gg de las proteínas trimericas ( sy ambas analiza- 


s . - > T " ES «de 
das extensamente en los Capítulos 15 y 16. Tanto Ras como 6,, pueden 


unirse a la membrana plasmática, funcionar en la senalización celular y 
desempeñar un papel clave en la proliferación y diferenciación celular. 
Otros miembros de la superfamilia de las GTPasas participan en la sinte 
sis proteica, el transporte de proteínas entre el núcleo v el citoplasma, la 
formación de vesículas recubiertas y su fusión con las membranas etecto 
ras y en los reordenamientos del citoesque | | 
perona Hsp70, que mencionamos previamente, Cs un ejemplo qe ses 
rruptor ATP/ADP, similar en muchos aspectos al interruptor GT P/GI Pp 

Todas las GTPasas que actúan como proteinas interruptoras ex cad 
en dos formas o conformaciones (Fig. 3-32): |) una forma activa (“en- 
cendida”) que une GTP y puede influenciar la actividad de las proteínas 
efectoras específicas a las cuales se une, y 2) una forma inactiva | apa- 


gada”) que une GDP. El interruptor pasa a encendido, es decir, la con- 


leto de actina. La protemma cha- 


(a) Calmodulina sin calcio 


FIGURA 3-31 Cambios conformacionales inducidos por la unión de Ca?+* 
ala calmodulina. | y calmodulina es una proteina citosólica ampliamente 


iistmbuida, que contiene cuatro sitios de unión al Ca-*, uno en cada una de sus 

lados EF Cada lado LF tene un motivo hélice-bucle-hélice. Á concentraciones 

antosólicas de Ca* porenairma de 5 X10 *M, la unión del Ca-* a la calmodulina 
ambiala conformación de la proteina a la forma de Cuernos, no unida (a) 

¿una enla cual las cadenas laterales hidrotóbicas quedan más expuestas al 
vente La Ca? calrmodulina puede envolverla y exponer las hélices a varias 


proteínas diana 1D), altetando asi su actividad 


formación de la proteína cambia de inactiva a activa, cuando una mo- 
lécula de GTP reemplaza al GDP unido en la conformación inactiva. El 
interruptor pasa a posición apagado cuando la actividad relativamente 
lenta de GT Pasa de la proteina hidroliza el GTP unido, convirtiendolo 
a GDP y haciendo que la conformación cambie a la forma inactiva. 
El tempo que cualquier forma de interruptor de GTPasa permanez 

ca en la forma activa, que une G1P, dependera del tiempo durante el 
cual el G TP permanezca unido antes de convertirse en GDP. Este lapso 
dependera de la tasa de actividad de la GT Pasa. Asi, la actividad de la 
Gl Pasa actúa como un temporizador para controlar este interruptor. 
Las celulas contienen una variedad de proteimas que pueden modificar 
la tasa basal Uintrinsecaj de actividad de la GT Pasa de cualquier inte- 
rruptor G TPasa dado y, de este modo, controlar durante cuánto tiempo 
el interruptor permanecerá encendido. Las células también tienen pro- 
teinas especificas cuya función es regular la conversión de las GTPasas 
mactivas a activas -es decir, encender el interruptor— mediando el re- 
emplazo del GDP unido con un GTP. Éstos son llamados factores de 
intercambio de G1P o GÉF Examinamos el papel de varias proteínas 
interruptoras (+ [Pasa en la regulación de la señalización intercelular, y 
de otros procesos, en varios capítulos posteriores, 
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FIGURA 3-32 El interruptor de GTPasa. Las GlPasas son 

enzimas que se unen al GTP y lo hidrolizan a GDP Cuando 

se unen al GTP las GTPasas adoptan su conformación 
activa o'encendida' y pueden interactuar con las proteinas 
diana para regular sus actividades; cuando el GTP unido 

se hidroliza a GDP por la actividad de GTPasa intrínseca 

de la proteina, la GTPasa con el GDP unido asume una 
conformación inactiva o“apagada” La GTPasa ¡nterruptora 
puede ser encendida nuevamente cuando otra proteina 
llamada GEF (factor de intercambio del guanina nucleótido) 
media el reemplazo del GDP unido con una molécula de 
GDP del líquido que la rodea. La unión de la forma activa 
de las GTPasas a sus efectoras es una forma de regulación 
no covalente. Varias proteínas pueden influenciar las tasas 
de hidrólisis de GTP (es decir, proteínas inactivadoras) e 
intercambiar GDP por GTP (GEF). 


(GEF) 


La fosforilación y la desfosforilación regulan 
en forma covalente la actividad de las proteínas 


Además de explotar los reguladores no covalentes descritos más arriba, 
las células pueden emplear modificaciones covalentes para regular la 
actividad intrínseca de una proteína. Uno de los mecanismos covalen- 
tes más comunes para regular la actividad proteica es la fosforilación, 
la adición reversible de grupos fosfato a grupos hidroxilo de las cadenas 
laterales de los residuos de serina, treonina o tirosina. La fosforilación 
está catalizada por enzimas llamadas proteínas cinasas, mientras que la 
eliminación de los fosfatos, conocida como desfosforilación, es catali- 
zada por fosfatasas. Las actividades opuestas de las cinasas y las fosfa- 
tasas proporcionan a las células un “interruptor” que puede encender o 
apagar la función de varias proteínas (Fig. 3-33). 

En algunas ocasiones, los sitios de fosforilación están enmasca- 
rados transitoriamente por la modificación covalente reversible, con 
el azúcar N-acetilglucosamina como medio adicional de regulación. 
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FIGURA 3-33 Regulación de la actividad proteica por fosforilación y 
desfosforilación. La fosforilación y desfosforilación cíclica de una proteína 

es un mecanismo celular común para regular la actividad proteica. En este 
ejemplo, la proteína diana está activa (parte superior) cuando está fosforilada, e 
inactiva (parte inferior) cuando está desfosforilada; algunas proteínas tienen la 


respuesta opuesta a la fosforilación 
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La fosforilación cambia la carga de una proteína y puede conducir a 
un cambio de conformación que puede alterar significativamente la 
unión del ligando u otras características de la proteína, lo que provoca 
un aumento o disminución de su actividad. Además, varios dominios 
conservados de las proteínas se unen específicamente a péptidos fosfo- 
rilados. Así, la fosforilación puede mediar la formación de complejos 
proteicos que pueden generar o extinguir una gran diversidad de acti- 
vidades celulares, que se analizarán en muchos capítulos posteriores. 
Casi el 3% de todas las proteínas de las levaduras son proteína- 
cinasas o fosfatasas, lo que da cuenta de la importancia de las reac- 
ciones de fosforilación y desfosforilación, aun en células simples. To- 
das las clases de proteínas -incluidas las proteínas estructurales, las de 
andamiaje, las enzimas, los canales de membrana y las moléculas de 
señalización tienen miembros regulados por modificaciones cinasa/ 
fosfatasa. Diferentes proteínas cinasas y fosfatasas son específicas para 
diferentes proteínas efectoras, y así pueden regular distintas vías celula- 
res, según se analizará en capítulos posteriores. Algunas cinasas tienen 
muchos efectores y, por lo tanto, una única cinasa puede servir para 
integrar las actividades de muchos efectores en forma simultánea. Con 
frecuencia, el efector de la cinasa (y de la fosfatasa) es otra cinasa O 
fosfatasa, lo cual crea un efecto cascada, Hay muchos ejemplos de es- 
tas cascadas de cinasas que permiten la amplificación de una señal y 
muchos niveles de control de sintonización (véanse los Caps. 15 y 16). 


La ubicuitinación y la desubicuitinación regulan 
en forma covalente la actividad de las proteínas 


Tanto la ubicuitina como las proteínas ubicuitinoides (de las cuales hay 
más de una docena en los seres humanos) pueden unirse en forma co- 
valente a una proteína efectora, de forma regulada, de modo análogo a 
la fosforilación. Las desubicuitinasas, pueden revertir la adición de ubi- 
cuitina en forma análoga a la acción de las fosfatasas. Estas modificacio- 
nes de la ubicuitina son estructuralmente mucho más complejas que la 
relativamente simple fosforilación. Sin embargo, y por lo tanto, pueden 
mediar muchas interacciones diferentes entre la proteína ubicuitinada 
y otras proteínas celulares, La adición de ubicuitina puede implicar la 
unión de una única ubicuitina a una proteína (monoadición de ubi- 
cuitina), la adición de múltiples moléculas individuales de ubicuitina 
en diferentes sitios en una proteína efectora (multiadición de ubicuiti- 
na) o la adición de una cadena polimérica a una proteína (poliadición 
de ubicuitina). Una fuente adicional de variación es que los diferentes 
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FIGURA 3-34 Determinación de la función de poliubicuitina por la lisina 
empleada para los enlaces isopeptídicos interubicuitina. Diferentes liga- 
sas de ubicuitina catalizan la poliubicuitinación de diferentes proteínas diana 
(sustratos) (óvalos coloreados) usando diferentes cadenas laterales de lisina 

de las moléculas de ubicuitina (púrpura) para generar enlaces isopeptídicos 
interubicuitina (azul) con la Gli76 de la ubicuitina adyacente. Las flechas azules 
en línea punteada representan ubicuitinas adicionales en la cadena que no se 
muestran. La lisina usada para los enlaces isopeptídicos determina la función 


grupos amino de la ubicuitina pueden emplearse para formar un en- 
lace isopeptídico con la Gli76 carboxiterminal en una ubicuitina adya- 
cente, de una cadena de poliubicuitina. La totalidad de los 7 residuos de 
lisina de la ubicuitina (Lis6, Lis1 1, Lis27, Lis29, Lis33, Lis48 y Lis63) y el 
grupo amino N-terminal de la ubicuitina pueden participar en enlaces 
interubicuitina. Diferentes ligasas de ubicuitina muestran especifici- 
dad, tanto por el efector (sustrato que será ubicuitinado) como por las 
cadenas laterales de lisina de las ubicuitinas que participan en los enla- 
ces isopeptídicos interubicuitina (Lis63 o Lis48, etc.) (Fig. 3-34). Estas 
múltiples formas de adición de ubicuitina resultan en la generación 
de una gran variedad de superficies de reconocimiento, que pueden 
participar en muchas interacciones proteína-proteína, con x08 cientos 
de proteínas (> 200 en los seres humanos) que contienen más de uns 
docena de dominios diferentes, que unen ubicuitina (DUU). Además, 
cualquier cadena dada de poliubicuitina tiene el potencial de unir si- 
multáneamente más de una proteína que contenga DUU, lo que lleva 
ala formación de complejos multiproteicos dependientes de la adición 
de ubicuitina. Algunas desubicuitinasas pueden eliminar una cadena 
intacta de poliubicuitina presente en una proteína modificada (cadena 
“anclada”) y generar, de este modo, una cadena de poliubicuitina unida 
de forma no covalente a otra proteína (cadena “no anclada”). Aun es- 
tas cadenas no ancladas pueden cumplir con un papel regulador. Con 


de la poliubicuitinación. Por ejemplo, las poliubicuitinas con los enlaces isopep- 
tídicos Lis48:Gli76 dirigen el marcaje para la degradación en los proteasomas. 
Aquéllas con Lis63, Lis33 y Lis11 influencian la señalización, el control por 
linfocitos T y la división celular, respectivamente. Los enlaces isopeptídicos que 
involucran la Lis6, Lis27 y Lis29 de la ubicuitina y los enlaces que emplean su 


grupo amino N-terminal (que no se muestran) también pueden utilizarse para 
generar cadenas de poliubicuitina. 


esta gran diversidad estructural, no resulta sorprendente que las células 
empleen la adición de ubicuitina y la desubicuitinación para controlar 
muchas funciones celulares diferentes. 

Ya vimos de qué modo la adición de poliubicuitina, vía los residuos 
Lis48, se emplea para marcar proteínas destinadas a la degradación por 
los proteasomas. La adición de ubicuitina no relacionada con la degra- 
dación proteica puede también controlar distintas funciones celulares 
que incluyen la reparación del DNA dañado, el metabolismo y síntesis 
de RNA (transcripción), la defensa contra patógenos, la división ce- 
lular/avance del ciclo celular, las vías de señalización celular, el tráfico 
de proteínas en el interior de la célula y la muerte celular programa- 
da (apoptosis). La lisina usada para formar los enlaces isopeptídicos 
interubicuitina puede variar de acuerdo con el sistema celular que sea 
regulado (véase la Fig. 3-34). Por ejemplo, la poliubicuitinación con 
enlaces Lis63 se usa en muchos sistemas de identificación y señaliza- 
ción celular como reconocimiento de la presencia de RNA viral y la 
inducción consecuente de una respuesta inmune protectora. Las ca- 
denas de poliubicuitina unidas a Lis11 regulan la división celular. Las 
cadenas ligadas a Lis33 ayudan a suprimir la actividad de los receptores 
de leucocitos especializados, llamados linfocitos T (véase el Cap. 23), y 


controlar de este modo la actividad y la función de los linfocitos que 
presentan estos receptores. 


ea! 


3.4 Regulación de la función de las proteínas 


La rotura o fragmentación proteolítica activa 
irreversiblemente algunas proteínas o las inactiva 


A diferencia de la fosforilación y la adición de ubicuitina, que son reversi- 
bles, la activación o inactivación de la función proteica por rotura o frag- 
mentación proteolítica es un mecanismo irreversible de regulación de la 
actividad proteica. Por ejemplo, muchas hormonas polipeptídicas como la 
insulina se sintetizan como precursores más largos y, antes de la secreción 
desde la célula, parte de sus enlaces peptídicos deben hidrolizarse para que 
se plieguen adecuadamente. En algunos casos, un precursor único largo 
polipeptídico, una prohormona, puede fragmentarse a varias hormonas 
activas distintas. Para evitar que las proteasas de serina pancreática digie- 
ran inadecuadamente proteínas antes de que lleguen al intestino delgado, 
se sintetizan como zimógenos, enzimas precursoras inactivas. La rotura de 
un enlace peptídico cerca del extremo N-terminal del tripsinógeno (el zi- 
mógeno de tripsina), por una proteasa altamente específica del intestino 
delgado, genera un nuevo residuo N-terminal (Ile-16) cuyos grupos amino 
pueden formar un enlace iónico con la cadena lateral del ácido carboxíli- 
co de un ácido aspártico interno. Esto provoca un cambio de conforma- 
ción que abre el sitio de unión al sustrato, activando la enzima. La tripsina 
activa, luego puede activar al tripsinógeno, el quimotripsinógeno y otros 
zimógenos. Cascadas de proteasas semejantes pero más elaboradas (una 
proteasa que activa precursores inactivos de otras) que pueden amplificar 
una señal inicial, desempeñan funciones importantes en varios sistemas, 
tales como la cascada de coagulación de la sangre y el sistema del comple- 
mento (véase el Cap. 23). La importancia de regular cuidadosamente estos 
sistemas queda clara la coagulación inapropiada puede provocar coágulos 
fatales en el sistema circulatorio mientras que la coagulación insuficiente 
llevaría a hemorragias sin control-. 

Un tipo raro e inusual de procesamiento proteolítico, llamado auto- 
corte y empalme de proteínas ocurre en las bacterias y algunos eucariontes. 
Este proceso es análogo a la edición de una película. Un segmento interno 
de un polipéptido se retira y los extremos de los polipéptidos se vuelven a 
unir (se ligan). A diferencia de lo que ocurre con otras formas de procesa- 
miento proteolítico, el autocorte y empalme de las proteínas es un proceso 
autocatalítico que avanza por sí mismo, sin la participación de otras enzi- 
mas. El péptido escindido parece autoeliminarse de la proteína mediante 
un mecanismo semejante al que se emplea en el procesamiento de ciertas 
moléculas de RNA (véase el Cap. 8). En las células de los vertebrados, el 
procesamiento de algunas proteínas incluye la autosegmentación, pero el 
paso de unión posterior no existe. Una proteína de este tipo es la Hedge- 
hog, una molécula de señalización unida a la membrana que resulta crítica 
para una diversidad de procesos del desarrollo (véase el Cap. 16). 


La regulación de orden superior incluye el control 
de la localización y concentración de las proteínas 


Todos los mecanismos de regulación descritos hasta aquí afectan a una 
proteína localmente en su sitio de acción, activándola o desactivándola. 
Sin embargo, el normal funcionamiento de una célula requiere además 
la segregación de las proteínas a compartimentos específicos como las 
mitocondrias, el núcleo y los lisosomas. Con respecto a las enzimas, 
la compartamentalización no solo proporciona una oportunidad de 
controlar la llegada de un sustrato o la salida de un producto, sino que 
permite además que reacciones que compiten entre sí tengan lugar si- 
multáneamente en distintas partes de la célula. Describimos los meca- 
nismos que emplean las células para dirigir varias proteínas a diferentes 
compartimentos en los Capítulos 13 y 14, 
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CONCEPTOS CLAVE de la Sección 3.3 
Regulación de la función de las proteínas 


« Las proteínas pueden estar reguladas a nivel de la síntesis proteica, de la 
degradación o de la actividad intrínseca de las proteínas, por medio de inte- 


racciones no covalentes o covalentes. 


* El espectro vital de las proteínas intracelulares está determinado en gran 
medida por su susceptibilidad a la degradación proteolítica. 


« Muchas proteínas están marcadas para ser destruidas con una etiqueta po- 
liubicuitina por acción de las ligasas de ubicuitina, y luego se degradan den- 
tro de los proteasomas, grandes complejos cilíndricos con múltiples sitios 
activos de proteasa en sus cámaras interiores (véase la Fig. 3-29). 


* La adición de ubicuitina a las proteínas es reversible, debido a la actividad de 
las enzimas desubicuitinantes. 


- En el alosterismo, la unión no covalente de una molécula de ligando, el 
efector alostérico, induce un cambio de conformación que altera la actividad 
de una proteína o su afinidad por otros ligandos. El efector alostérico puede 
ser de la misma estructura o de estructura distinta a las de los otros ligandos 
cuya unión afecta. El efector alostérico puede ser activador o inhibidor. 


* En las proteínas multiméricas como la hemoglobina, que unen múltiples 
moléculas de ligando idénticas (p. ej., oxígeno), la unión de una molécula de 
este tipo puede aumentar o disminuir la afinidad o disminuir la dificultad de 
unión por las moléculas de ligando adicionales. Este tipo de alosterismo se 
conoce como cooperatividad (véase la Fig. 3-30). 


* Varios mecanismos alostéricos actúan como interruptores, encendiendo o 
apagando la actividad de las proteínas en forma reversible. 


* Hay dos clases de proteínas intracelulares interruptoras que actúan sobre 
una variedad de procesos celulares: 1) las proteínas que unen Ca?* (p. ej., 
calmoludina) y 2) los miembros de la superfamilia de la GTPasa (p. ej., Ras), 
que ciclan entre las formas activas unidas a GTP e inactivas unidas a GDP 
(véase la Fig. 3-32). 


* La fosforilación y desfosforilación de los grupos hidroxilo de las cadenas 
laterales de los residuos de serina, treonina o tirosina, por acción de las pro- 
teincinasas y las fosfatasas proporciona una regulación reversible de tipo en- 
cendido/apagado en numerosas proteínas (Fig, 3-33). 


* Las variaciones en la naturaleza de la unión covalente de la ubicuitina a las 
proteínas (monoubicuitinación, multiubicuitinación y poliubicuitinación 
que implican una diversidad de enlaces entre los monómeros de ubicuitina) 
están involucradas en una amplia variedad de funciones celulares distintas 
de la degradación mediada por proteasomas, como los cambios en la locali- 
zación o actividad de las proteínas (véase la Fig. 3-34). 


* Muchos tipos de regulación covalente y no covalente son reversibles, pero 
algunas formas de regulación como la escisión proteolítica, son irreversibles. 


* La regulación de orden superior incluye la compartimentación de las pro- 
teínas y el control de su concentración. 


3.5 Purificación, detección 
y caracterización de proteínas 


Una proteína con frecuencia debe purificarse antes de que puedan es- 
tudiarse con detalle su estructura y mecanismo de acción. Sin embargo, 
dado que las proteínas varían en forma, tamaño, estado de oligomeri- 
zación, carga y solubilidad en agua, no hay un único método que pueda 
utilizarse para aislar todas las proteínas. Aislar una proteína en particu- 
lar, de las aproximadamente 10 000 distintas en un tipo celular particu- 
lar, es una tarea desalentadora, que requiere métodos para separar las 
proteínas y para detectar la presencia de proteínas específicas. 
Cualquier molécula, sea proteína, hidrato de carbono o ácido nu- 
cleico, puede ser separada o resuelta de otras moléculas, sobre la base de 
sus diferencias en una o más características físicas o químicas. Cuanto 
más grandes y más numerosas sean las diferencias entre dos proteínas, 
más sencilla y eficiente será su separación. Las tres características más 
extensamente usadas para la separación de proteínas son el tamaño, 
definido como la longitud o la masa, la carga eléctrica neta y la afinidad 
de unión por ligandos específicos. En esta sección trataremos breve- 
mente varias técnicas importantes para separar proteínas, técnicas que 
también resultan de utilidad para separar los ácidos nucleicos y otras 
biomoléculas (los métodos especializados para remover proteínas de la 
membrana se describen en el Capítulo 10, después de haber analizado 
las propiedades únicas de estas moléculas). Consideraremos luego el 
uso de compuestos radiactivos, para seguir la huella de la actividad bio- 
lógica. Finalmente, trataremos sobre varias técnicas para caracterizar la 
masa, la secuencia y la estructura tridimensional de una proteína. 


La centrifugación puede separar las partículas y 
moléculas que difieren en masa o densidad 


El primer paso en el esquema de purificación de una proteína típica 
es la centrifugación. El principio sobre el que se fundamenta la cen- 
trifugación es que dos partículas en suspensión (células, fragmentos 
celulares, orgánulos o moléculas), con diferentes masas o densidades, se 
depositarán en el fondo de un tubo a diferentes velocidades. Recuerde 
que la masa es el peso de una muestra (medida en daltons o unidades 
de peso molecular), mientras que la densidad es el cociente de su masa 
con respecto al volumen (se expresa con frecuencia como gramos/litro, 
a raíz de los métodos empleados para medir la densidad). Las proteínas 
varían en gran medida en masa pero no en densidad. A menos que una 
proteína tenga un lípido o un hidrato de carbono unido, su densidad 
no variará más del 15% con relación a 1,37 g/cm?, la densidad prome- 
dio de las proteínas. Las moléculas más pesadas o más densas se depo- 
sitan o sedimentan más rápidamente que las moléculas más ligeras o 
menos densas. 

Una centrífuga acelera la sedimentación, sometiendo a las partícu- 
las suspendidas a fuerzas centrífugas que alcanzan 1 000 000 de veces 
la fuerza de la gravedad, g, que puede sedimentar partículas tan peque- 
ñas como 10 kDa. Las ultracentrífugas modernas logran estas fuerzas 
alcanzando velocidades de 150 000 revoluciones por minuto (rpm) o 
superiores. Sin embargo, las partículas pequeñas con masas de 5kDa o 
inferiores no sedimentarán uniformemente, aun a velocidades de rota- 
ción notablemente elevadas. Los extraordinarios logros técnicos de las 
ultracentrífugas modernas pueden apreciarse considerando que pue- 
den hacer girar un rotor de varios kilos (aproximadamente el tamaño 
de una pelota de fútbol americano) con tubos cargados de muestras, a 
velocidades de hasta 2.500 revoluciones por segundo. 


La centrifugación se usa con dos objetivos básicos: 1) como técnica 
de preparación para separar un tipo de material de otros, 2) como técnica 
analítica para medir las propiedades fisicas (p. ej., peso molecular, densi- 
dad, forma y constante de unión en equilibrio de las macromoléculas). La 
constante de sedimentación, s, de una proteína es una medida de su velo- 
cidad de sedimentación. La constante de sedimentación habitualmente se 
expresa en svedvergs (S), de los cuales un complejo proteico grande tiene 
entre 3 y 55, un proteasoma 265 y un ribosoma eucarióntico 806. 


Centrifugación diferencial El paso inicial más común en la purifica- 
ción proteica de células o tejidos consiste en la separación de las pro- 
teínas hidrosolubles del material insoluble, mediante la centrifugación 
diferencial. Una mezcla inicial, por lo común un homogeneizado celu- 
lar (células rotas en forma mecánica), se vierte a un tubo y se centri- 
fuga a una velocidad de rotor tal que, y durante un período suficiente 
como para que, los orgánulos, como núcleos y grandes células que no 
se hayan roto, o fragmentos celulares grandes, se acumulen formando 
una pella en la parte inferior; las proteínas solubles quedan en el sobre- 
nadante (Fig. 3-35a). El sobrenadante se vierte, y ya sea éste o la pella, 
pueden purificarse adicionalmente para separar las muchas proteínas 
distintas que contienen. 


Centrifugación zonal por velocidad De acuerdo con las diferencias 
en su masa, las proteínas hidrosolubles pueden separarse mediante cen- 
trifugación en una solución de densidad creciente, conocida como gra- 
diente de densidad. Para formar gradientes de densidad, comúnmente se 
usa una solución de sacarosa concentrada. Cuando una mezcla proteica 
se deposita en la parte superior de un gradiente de sacarosa, en un tubo, 
y se somete a centrifugación, cada proteína de la mezcla migra hacia 
la parte inferior del tubo a una velocidad controlada por factores que 
afectan la constante de sedimentación. Todas las proteínas comienzan 
en una zona delgada en la parte superior del tubo y se separan en bandas 
(de hecho, discos) de proteínas de masas distintas. En esta técnica de 
separación, llamada centrifugación zonal por velocidad, las muestras se 
centrifugan lo suficiente como para separar las moléculas de interés en 
bandas individuales (Fig. 3-35b). Si una muestra se centrifuga muy poco 
tiempo, las diferentes moléculas proteicas no se separarán lo suficiente. 
Si se centrifuga mucho más de lo necesario, todas las proteínas termina- 
rán en una pella en la parte inferior del tubo. 

Si bien la velocidad de sedimentación se ve fuertemente influencia- 
da por la masa de las partículas, la centrifugación zonal por velocidad 
en raras ocasiones resulta efectiva para determinar los pesos molecu- 
lares precisos, dado que las variaciones en la forma también afectan la 
velocidad de sedimentación. Los efectos exactos de la forma son difí- 
ciles de evaluar, en especial para las proteínas u otras moléculas como 
las de ácidos nucleicos monocatenarios, que pueden adquirir muchas 
formas complejas. Sin embargo, la centrifugación zonal por velocidad 
mostró ser un método práctico para separar muchos tipos diferentes de 
polímeros y partículas. Una segunda técnica con gradiente de densidad, 
llamada centrifugación en gradiente de densidad al equilibrio, se emplea 
principalmente para separar DNA, lipoproteínas que llevan lípidos a 
través del sistema circulatorio u orgánulos (véase la Fig. 9-35). 


La electroforesis separa las moléculas 
sobre la base de su cociente carga a masa 


La electroforesis es una técnica empleada para separar moléculas de 
una mezcla, por la influencia de un campo eléctrico aplicado, y es una 
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FIGURA EXPERIMENTAL 3-35 Técni- la) Centrifugación diferencial 


cas de centrifugación que separan 
partículas que difieren en masa 

o densidad. (a) En la centrifugación 
diferencial, un homogenado celular u 
otra mezcla es centrifugado durante 
suficiente tiempo como para que sedi 
menten las partículas más grandes (p 
ej. los orgánulos celulares, las células), 
que se recogen como una pastilla en 

la parte inferior del tubo (paso El, 

Las partículas más pequeñas (p. €), las 
proteínas solubles, los ácidos nucleicos) 
permanecen en el sobrenadante líqui- 

do, que puede ser transferido a otro 
tubo (paso ED (b) En la centrifugación 

zonal por velocidad, se centrifuga una 

mezcla (paso ED el uempo suficiente 

como para separar las moléculas que 

difieren en masa pero pueden ser ; 
similares en forma y densidad (p. ej.. a 
proteínas globulares, moléculas de 
RNA) en zonas diferentes dentro de "a ¿ 
un gradiente de densidad, formado 

comúnmente por una solución de 

sacarosa concentrada. Se remueven las 

fracciones desde la parte inferior del 
tubo y se someten a comprobación (se 
ensayan) 
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de las técnicas utilizadas con mayor frecuencia para estudiar las proteí- 
nas y los ácidos nucleicos. Las moléculas disueltas en un campo eléc- 
trico se mueven o migran a una velocidad determinada por su cociente 
carga:masa y las propiedades físicas del medio a través del cual migran. 
Por ejemplo, si dos moléculas tienen la misma masa y forma, la que 
tenga mayor carga neta se moverá más rápido hacia un electrodo de 


polaridad opuesta. 


Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS Dado que muchas pro- 
teínas o ácidos nucleicos de diferente tamaño y forma tienen cocientes 
casi idénticos carga:masa, la electroforesis de estas macromoléculas en 
solución resulta en escasa o ninguna separación de las moléculas de 
diferente longitud. Sin embargo, la separación exitosa de las proteínas 
y los ácidos nucleicos puede lograrse por electroforesis en varios geles 
(suspensiones acuosas semisólidas, semejante a la gelatina solidificada 
que se encuentra en los postres) más que en una solución liquida. La 
separación electroforética de las proteínas se lleva a cabo comúnmente 
en geles de poliacrilamida. Cuando una mezcla de proteínas se coloca 
en un gel y se aplica una corriente eléctrica, las proteínas más pequeñas 
migran más rápido a través del gel que las proteínas de mayor tamaño, 
porque éste actúa como un cedazo en el que las especies más peque- 
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ñas pueden maniobrar más rápidamente a través de los poros del gel 
que las especies de mayor tamaño. La forma de una molécula también 
puede influir en su velocidad de migración (las moléculas asimétricas 
grandes migran más lentamente que las esféricas de la misma masa). 

Los geles se ponen a moldear en bloques planos relativamente del- 
gados, entre un par de placas de vidrio, polimerizando una solución de 
monómeros de acrilamida en cadenas de poliacrilamida y entrecruzan- 
do simultáneamente las cadenas en una matriz semisólida, El tamano 
de los poros de un gel puede variarse ajustando las concentraciones de 
poliacrilamida y el reactivo de entrecruzamiento. La velocidad a la cual 
se mueve una proteína a través de un gel está influenciada por el tama- 
ño del poro de un gel y la fuerza del campo eléctrico. Con el adecuado 
ajuste de estos parámetros pueden ser resueltas (separadas entre 81) las 
proteinas de una amplia variedad de tamanos, mediante electrofores:s 
en gel de poliacrilamida (PAGE). 

En la técnica más poderosa para resolver las mezclas proteicas, las 
proteínas se exponen al detergente iómco 5DS ¡dodecilsulfato de so- 
dio) antes de la electroforesis en gel y durante esta (Fig. 336), El SDS 
desnaturaliza las proteínas, en parte porque se une a las cadenas late- 
rales hidrofóbicas, desestabilizando las interacciones hidrofóbicas del 
núcleo de una proteína, lo que contribuye a su conformación estable. 
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(El tratamiento con SDS habitualmente se combina con calor, con fre- % (b) Ñ £ 
cuencia en presencia de agentes reductores, que rompen los puentes ade ae 35 
disulfuro). En estas condiciones, las proteínas multiméricas se disocian 3 2 
en sus subunidades, y normalmente la cantidad de SDS que se une a la Tamaño ? 2 
proteína es proporcional a la longitud de la cadena polipeptídica y re- decreciente kDa qe 
lativamente independiente de las secuencias. Dos proteínas de tamaño S 200 
similar unirán la misma cantidad absoluta de SDS, mientras que una .. 
proteína con el doble de tamaño unirá el doble de SDS. La desnaturali- > + 
zación de una mezcla de proteínas complejas con el SDS, en combina- 
ción con el calor, con frecuencia fuerza a cada cadena polipeptídica a > 45 
una conformación extendida e imparte a cada una de las proteínas de 
la mezcla un cociente, masa/carga constante, porque el dodecilsulfato 31 
tiene carga negativa. Á medida que las proteínas unidas al SDS avanzan 
a través del gel de poliacrilamida, se separan de acuerdo con el tamaño, 
por la acción de cedazo del gel. El tratamiento con SDS elimina de este 
modo, el efecto de las diferencias de forma en las estructuras nativas; 
por lo tanto, la longitud de la cadena que se corresponde con la masa es negativa, que a su vez depende del pK, de los grupos ¡onizables (véase 
el principal determinante de la velocidad de migración de las proteínas el ( ap. 2), Es improbable que dos proteínas no relacionadas, con masas 
en la electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE-SDS). Aun las cadenas similares, tengan cargas netas idénticas por su secuencia, y así, el núme- 
que difieren en peso molecular por menos del 10% pueden ser resuel- ro de residuos acídicos y básicos es diferente. 
tas mediante esta técnica. Más aún, puede estimarse el peso molecular En la electroforesis bidimensional, las proteínas se separan secuencial- 

a distancia a la que migra a través del mente, en primer término por su carga y luego por sus masas (Fig. 


de una proteína al comparar | 
gel, con las distancias a las que 
conocido (hay una relación ap 
de migración y el log del peso mo 


migran las proteínas de peso molecular 3-374) En el primer paso, una célula o un extracto tisular se desna- 
roximadamente lineal entre la distancia turaliza por completo por altas concentraciones de urea (8 M) (y en 
lecular). Las proteínas que están en el algunas ocasiones SS) y luego se coloca una capa sobre una tira de 
fetertor de los geles puedeniser extraídas para análisis ulteriores (p. €j., gel que contiene urca, que elimina calas SDS unido, y un gradiente 
destilación pomñedor descritos más adelante). continuo de pH. El pao de pH está formado por anfolitos, una 
mezcla de pequeñas moléculas polianiónicas y policatiónicas que es- 

Electroforesis bidimensional en gel La electroforesis de todas las tán integradas dentro del gel. Cuando se aplica un campo eléctrico al 
prótetnas celilares por Ñ AGE-SDS puede separar proteínas con dife- gel, los anfolitos migran, de modo tal que los que tienen cargas negatí- 
rencias relamente grandes de masa, pero no puede resolver con fa- vas en exceso migran hacia el ánodo, donde establecen un pH acídico 
cilidad proteínas que tengan M asas similares (p. €j.. Una proteins de 41 (muchos protones), mientras que los anfolitos con exceso de cargas 
kDa versus una proteína de 42 kDa). Para separar proteínas de masas pastivas mae hacia el cátodo, donde establecen un pH alcalino. La 
terísticas físicas. Más común- elección cuidadosa de la mezcla de anfolitos y la preparación del gel 
léctrica, que está determinada por permiten la construcción de gradientes de pH estables en cualquier es- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 3-37 La electroforesis bidimensional en gel se- 
para proteínas sobre la base de su carga y de su masa. (a) En esta técnica, 
las proteínas se separan en primer término en bandas, sobre la base de sus car- 
gas mediante isoelectroenfoque (paso 15 La tira de gel resultante se aplica a 
un gel de poliacrilamida-SDS (paso E, y las proteínas se separan en manchas 


mo de un gel de este tipo migrará a través de un gradiente hasta que al- 
cance su punto isoeléctrico (pI), pH al cual la carga neta de la proteína 
es cero. Sin carga neta la proteína no migrará por influencia del campo 
eléctrico. Esta técnica, llamada isoelectroenfoque (IEE), puede separar 
proteínas que difieren solo en una unidad de carga. Las proteínas que 
han sido separadas en un gel mediante IEE pueden ser separadas en 
una segunda dimensión mediante sus pesos moleculares. Para lograr 
esta separación, la banda del gel de IEE se coloca a lo largo en un borde 
externo de un gel de poliacrilamida plano (bidimensional o bloque), en 
esta ocasión saturado con SDS, para conferir a cada proteína separada 
un cociente más o menos constante masa:carga. Cuando se aplica un 
campo eléctrico, las proteínas migrarán desde el gel de IEE al bloque de 
gel de SDS y luego se separarán de acuerdo con sus masas. 

La separación secuencial de proteínas por carga y masa pue- 
de lograr una excelente separación de las proteínas celulares (Fig. 
3-37b). Por ejemplo, los geles bidimensionales han sido muy útiles 
para comparar los proteomas en células no diferenciadas y diferen- 
ciadas, o en células normales y cancerosas, porque pueden distin- 
guirse más de 1 000 proteínas como manchas individuales al mismo 
tiempo. Lamentablemente, las proteínas de la membrana se separan 
relativamente poco empleando esta técnica. Se han desarrollado mé- 
todos sofisticados, que permiten comparar patrones complejos de 
proteínas en los geles bidimensionales de muestras relacionadas pero 
distintas (p. ej., tejido de un individuo normal versus un mutante) 
con el fin de permitir la identificación de diferencias en los tipos 
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de acuerdo con su masa (paso EZ, (b) En este gel bidimensional de un extracto 
proteico de células cultivadas, cada mancha representa un único polipéptido. 
Los polipéptidos pueden detectarse con colorantes, como aquí, o mediante 
otras técnicas como la autorradiografía Cada polipéptido se caracteriza por su 
punto isoeléctrico (pl) y su peso molecular. (Parte (b) cortesía de J Celis) 


o cantidades de las proteínas de las muestras (véase la Sección 3.6 
sobre proteómica, más adelante). Los métodos de espectrometría de 
masas, sofisticados, que se describen a continuación se usan con fre- 
cuencia en lugar de la electroforesis en gel bidimensional para iden- 
tificar los componentes proteicos de una muestra compleja. 


La cromatografía líquida resuelve proteínas de 
acuerdo con su masa, carga o capacidad de unión 


Una tercera técnica común para separar mezclas de proteínas o frag- 
mentos de ellas, así como de otras moléculas, está basada en el princi- 
pio de que las moléculas disueltas en una solución pueden interactuar 
en forma diferencial (unirse y disociarse) de una superficie sólida par- 
ticular, dependiendo de las propiedades fisicoquímicas de la molécula 
y de la superficie. Si se permite que la solución fluya sobre la super- 
ficie, las moléculas que interactúan con frecuencia con ésta pasarán 
más tiempo unidas a la superficie y, por lo tanto, fluirán sobre ella más 
lentamente que las que interactúan de modo poco frecuente. En esta 
técnica, llamada cromatografía líquida (CL), la muestra se coloca en la 
parte superior de una columna llena con bolitas esféricas densamente 
empaquetadas, que se mantienen dentro de un cilindro de vidrio o de 
plástico. La muestra fluye luego hacia la parte inferior de la columna, 
habitualmente impulsada por fuerzas gravitacionales o hidrostáticas, 
sola o con la ayuda de una bomba, y se recolectan pequeñas alícuotas de 
líquido que salen de la columna en forma secuencial, llamadas fraccio- 


nes, para el análisis posterior en busca de la presencia de las proteínas 


de interés. La naturaleza de las bolitas de la columna determina si la 


separación de las proteínas depende de diferencias en la masa, la carga 


o la afinidad de unión. 


Cromatografía por filtración en gel Las proteínas que difieren en 
masa pueden separarse en una columna compuesta por esferas poro- 
sas hechas de poliacrilamida, dextrán (un polisacárido bacteriano) o 
agarosa (un derivado de las algas) —una técnica llamada cromatografía 
por filtración en gel-. Si bien las proteínas fluyen rodeando las cuentas 
esféricas en la cromatografía por filtración en gel, pasan cierto tiempo 
dentro de grandes huecos que están en la superficie de las esferas. Dado 
que las proteínas más pequeñas pueden penetrar en estas depresiones 
más rápidamente que las de mayor tamaño, éstas viajan por la columna 
de filtración en gel con mayor lentitud que las proteínas más grandes 
(Fig. 3-38a). (Por el contrario, las proteínas migran a través de los poros 
en un gel electroforético, de tal modo que las más pequeñas se mueven 
más rápido que las más grandes). El volumen total de líquido necesario 
para eluir (o separar y eliminar) una proteína de una columna de filtra- 
ción en gel depende de su masa: cuanto menor sea la masa, más tiempo 
permanecerá atrapada sobre las cuentas y mayor será el volumen de 
elución. Empleando proteínas de masa conocida como estándares para 
calibrar la columna, el volumen de elución puede emplearse para esti- 
mar la masa de una proteína en una mezcla. La forma de una proteína, 
como así su masa pueden ejercer influencia en el volumen de elución. 


Cromatografía de intercambio iónico En la cromatografía de inter- 
cambio iónico, un segundo tipo de cromatografía líquida, las proteí- 
nas se separan de acuerdo con las diferencias en su carga. Esta técnica 
emplea esferas especialmente modificadas, cuyas superficies están cu- 
biertas por grupos amino o carboxilo, de modo tal que tienen carga 
positiva (NH5*) o carga negativa (COO”) a pH neutro. 

Las proteínas de una mezcla llevan varias cargas netas a cualquier 
pH dado. Cuando una solución de una mezcla de proteínas fluye a tra- 
vés de una columna de esferas con carga positiva, solo las que tienen 
carga neta negativa (proteínas acídicas) se adhieren a las cuentas; las 
proteínas neutras y las que tienen carga positiva (básicas), fluyen sin 
ningún impedimento a través de la columna (Fig. 3-38b). Las proteínas 
acídicas luego se eluyen de la columna selectivamente, haciendo pasar 
una solución salina de concentración creciente (un gradiente salino) 
a través de la columna. A bajas concentraciones salinas, las moléculas 
proteicas y las cuentas se atraen por sus cargas opuestas. A mayores 
concentraciones salinas, los iones negativos de la sal se unen a las esfe- 
ras con carga positiva, desplazando a las proteínas cargadas negativa- 
mente. En un gradiente de concentraciones crecientes de sal, las pro- 
teínas débilmente unidas, aquellas con carga relativamente baja, eluyen 
primero, y las muy cargadas eluyen al final. De forma semejante, puede 
emplearse una columna con cargas negativas para retener y fraccionar 
proteínas básicas (con carga positiva). 


Cromatografía de afinidad La capacidad de las proteínas de unirse en 
forma específica a otras moléculas es la base de la cromatografía de afi- 
nidad. En esta técnica, el ligando u otras moléculas que se adhieren a 
la proteína de interés se unen covalentemente a las esferas empleadas 
para formar la columna. Los ligandos pueden ser sustratos enzimáticos, 
inhibidores o sus análogos, u Otras moléculas pequeñas que se unen a 
proteínas específicas. En una forma ampliamente usada de esta técni- 
ca -la cromatografía de afinidad con anticuerpos o la cromatografía de 


inmunoafinidad—, la molécula unida es una anticuerpo específico para 
la proteína de interés (Fig. 3-380). (Analizamos los anticuerpos como 
herramientas para estudiar las proteínas más adelante; véase también el 
Capítulo 23, que describe la forma en que se sintetizan los anticuerpos). 

Una columna de afinidad, en principio, retendrá solo aquellas pro- 
teínas que unen la molécula adherida a las esferas; las proteínas restan- 
tes, independientemente de sus cargas O masas, atravesarán la columna 
porque no se unen. Sin embargo, si una proteína retenida, a su vez, se 
une a otras moléculas formando un complejo, todo el complejo que- 
dará retenido sobre la columna. La proteínas unidas a la columna de 
afinidad luego se eluyen añadiendo un exceso de una forma soluble del 
ligando, exponiendo los materiales unidos a detergentes o cambiando 
la concentración salina o el pH, de modo tal que se evite la unión a la 
molécula presente en la columna. La capacidad de esta técnica para 
separar proteínas particulares depende de la selección de compañeros 
de unión adecuados que se liguen más estrechamente a la proteína de 
interés que a otras proteínas. 


Los ensayos con enzimas y anticuerpos específicos 
pueden detectar proteínas individuales 


La purificación de una proteína, o de cualquier otra molécula de interés, 
requiere un ensayo específico capaz de detectar la presencia de la molé- 
cula diana a medida que se la separa de otras moléculas (p. ej., en una 
columna o fracciones de un gradiente de densidad o bandas o manchas 
en los geles). Un ensayo saca partido de algunas características muy dis- 
tintivas de una proteína: su capacidad de unirse a un ligando específico, 
de catalizar una reacción particular o de ser reconocida por un anticuer- 
po específico. Un ensayo también debe ser simple y rápido, para reducir 
al mínimo la posibilidad de error y de que las proteínas de interés se des- 
naturalicen o degraden mientras se realiza la determinación. El objetivo 
de cualquier esquema de purificación es aislar cantidades suficientes de 
una proteína dada para estudiarla; de este modo, un ensayo útil debe ser 
además lo suficientemente sensible como para emplear solo una canti- 
dad pequeña del material disponible. Muchos de los ensayos comunes 
para proteínas requieren solo 10? a 10”? g de material. 


Reacciones enzimáticas cromogénicas y emisoras de luz Muchos 
ensayos están diseñados para detectar algún aspecto funcional de una 
proteína. Por ejemplo, las pruebas de actividad enzimática se basan en 
la capacidad de detectar la desaparición del sustrato o la formación de 
producto. Algunas pruebas enzimáticas utilizan sustratos cromogénicos, 
que cambian de color durante la reacción. (Algunos sustratos son cro- 
mogénicos por naturaleza; si no lo son, pueden unirse a una molécula 
que lo sea.) Debido a la especificidad de una enzima por su sustrato, solo 
las muestras que contengan a la enzima cambiarán de color en presencia 
de un sustrato cromogénico; la velocidad de la reacción constituye una 
medida de la cantidad de enzima presente. Las enzimas que catalizan re- 
acciones cromogénicas, también se pueden fusionar o unir químicamen- 
te a un anticuerpo, y usarse para “informar” de la presencia o localización 
de un antígeno al cual se une el anticuerpo (véase más abajo). 


Pruebas con anticuerpos Como se mencionó previamente, los an- 
ticuerpos tienen la característica distintiva de unirse en forma estre- 
cha y específica a los antígenos. En consecuencia, pueden generarse 
preparados de anticuerpos que reconocen a un antígeno proteico de 
interés y emplearlos para detectar la presencia de la proteína, ya sea 
en una mezcla compleja de otras proteínas (tal como encontrar una 
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FIGURA EXPERIMENTAL 3-38 Tres técnicas de cromatografía líquida usa- 
das comúnmente separan las proteínas sobre la base de su masa, carga 
o afinidad por un compañero de unión específico. (a) La cromatografía 

por filtración en gel separa las proteínas que difieren en tamaño. Una mezcla de 
proteínas se coloca cuidadosamente formando una capa sobre la parte superior 
de un cilindro empaquetado con esferas porosas. Las proteínas más pequeñas 
viajan a través de la columna más lentamente que las más grandes. Así, diferentes 
proteínas surgen del flujo de elución en la parte inferior de la columna en diferen- 
tes momentos (diferentes volúmenes de elución), que pueden ser recogidas en 
diferentes tubos, llamados fracciones. 

(b) La cromatografía de intercambio iónico separa proteínas que difieren en carga 
neta, en columnas empaquetadas con esferas especiales que llevan una carga 
positiva (que se muestra aquí) o una carga negativa, Las proteínas que tienen la 
misma carga neta que las esferas son rechazadas y fluyen a través de la columna, 


aguja en un pajar) o en un preparado parcialmente purificado de una 
cierta proteína. En general, una molécula de anticuerpo se une fuer- 
temente solo a una pequeña parte de la molécula contra la cual está 
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mientras que las que tienen la carga opuesta se unen a las cuentas más o menos 
estrechamente, dependiendo de sus estructuras. Las proteínas unidas -en este 
caso las cargadas negativamente- se eluyen posteriormente al hacer pasar un 
gradiente salino (habitualmente de NaCl o KCI) a través de la columna. A medida 
que los iones se unen a las esferas, desplazan a las proteínas (las que están unidas 
más fuertemente requieren una concentración de sal más elevada para ser libera- 
das). (c) En la cromatografía de afinidad con anticuerpos se hace pasar una mezcla 
de proteínas a través de una columna empaquetada con esferas, a las cuales se 
ha unido en forma covalente un anticuerpo especifico. Solamente la proteína con 
alta afinidad por el anticuerpo queda retenida en la columna, todas las proteínas 
que no se unen fluyen a través de ella Después de lavar la colurnna, la proteína 
unida se eluye con una solución ácida o alguna otra solución que rompe los 
complejos antígeno-anticuerpo; la proteina liberada fluye luego al exterior de la 
columna y se la colecta. 


dirigido (antígeno), que muestra complementariedad molecular con 
el anticuerpo. Esta región del antígeno que se une al anticuerpo se 
llama epítopo afínj100 
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una ¿NZ1MA presente e , 
presente en las luciérnagas y algunas bacterias, 
tun an ay - - 
núcuerpo. En presencia de ATP y el sustrato luci- 


terma, la huciferasa cataliza una reacción de emisión de luz. En cual- 


vu de unirse 


guier 450, despues de que el anuicuerpo se une a la proteína de interés 
(el antígeno) y el ANUCUCTPO No unido se lava, se añaden los epa 
de la enzima unida y se registra la aparición de color o la emisión de 
luz. La intensidad es proporcional a la cantidad de anticuerpo unido a 
EPA lo Hands de antígeno de la muestra. Una variación de 
esta técnica, de particular utilidad para detectar proteínas específicas 
en las células vivas, emplea la proteína fluorescente verde (PFV), una 
proteína fluorescente natural presente en las medusas (véase la Fig. 
y-15). Alternativamente, después de que el primer anticuerpo que de 
está marcado se une a su proteína diana, un segundo anticuerpo mar- 
cado, que puede reconocer al primero, se usa para unirse al complejo 
del primer anticuerpo con su antígeno diana. Esta combinación de 
dos anticuerpos permite una sensibilidad muy alta en la detección de 
la proteína diana, porque el segundo anticuerpo marcado, con fre- 
cuencia, es una mezcla de anticuerpos que se unen a múltiples sitios 
del primer anticuerpo. Es importante recordar que un anticuerpo se 
une a su epítopo afín —o lo reconoce— sobre un antígeno diana. Si ese 
epítopo está alterado, por ejemplo porque está parcialmente desple- 
gado, o por modificaciones postraduccionales o porque está boquea- 
do cuando la proteína antigénica está unida a alguna otra molécula, 
la capacidad de unión del anticuerpo puede estar reducida o haber- 
se perdido por completo. Así, la ausencia de unión al anticuerpo no 
implica necesariamente que no hay antígeno presente en la muestra, 
sino solo que el epítopo no está presente o accesible para la unión. 

Para generar los anticuerpos, la proteína intacta o un fragmento de 
ella se inyecta a un animal (por lo general un conejo, ratón o cabra). 
En ocasiones, un péptido sintético corto (de 10-15 residuos) basado 
en la secuencia de la proteína se emplea como antígeno para inducir la 
formación del anticuerpo. Un péptido sintético acoplado a un acarrea- 
dor proteico grande puede inducir al animal a producir anticuerpos 
que se unan a esa parte (el epítopo) de la proteína natural de tamaño 
completo. La unión en forma biosintética o química del epítopo a una 
proteína no relacionada se llama etiquetado de epítopo. Como veremos 
a lo largo de este libro, los anticuerpos generados empleando epítopos 
peptídicos o proteínas intactas son reactivos muy versátiles para el ais- 
lamiento, detección y caracterización de las proteínas. 


Detección de las proteínas en los geles Las proteínas embebidas 
en un gel unidimensional o bidimensional habitualmente son invisi- 
bles. Los dos enfoques generales para la detección de las proteínas en 
los geles son etiquetar o teñir las proteínas cuando aún se encuentran 
dentro del gel, o transferirlas electroforéticamente a una membrana de 
nitrocelulosa o difluoruro de polivinilideno, y luego detectarlas. Las 
proteínas dentro de los geles por lo general se tiñen con un colorante 
orgánico o a base de plata, ambos detectados con luz visible normal 
o con un colorante fluorescente que requiere un equipo de detección 
especializado. El azul de Coomassie es el colorante orgánico usado con 
mayor frecuencia, típicamente empleado para detectar — 1 000 ng de 
proteína, con un límite de detección inferior de — 4-10 ng. La tinción 
con plata o la fluorescente son más sensibles (límite inferior — 1 ng). El 
azul de Coomassie y otros colorantes pueden emplearse también para 
ver proteínas después de transferirlas a las membranas; sin embargo, el 


y ver proteinas en estas membranas es la ¡inmu- 
notransferencia (inmunoblotting), también llamada Western blotting. 

La inmunotransferencia O inmunoblotting combina el poder de 
n gel y la especificidad de los anticuer- 
tiples pasos se usa comúnmente para 
r luego una proteína específica de in- 
terés. Como se muestra en la Figura 3-39, en este método se emplean 
dos anticuerpos diferentes, uno específico para la proteína deseada y 


un segundo que se une al primero y está ligado a una enzima as otra 
ón del primer anticuerpo (y así de la 


une). Las enzimas a las cuales se une 
enerar un producto coloreado visible, 


metodo más comun par. 


resolución de la electroforesis e 
pos. Este procedimiento de múl 
separar las proteínas e identifica 


molécula que permite la detecci 
proteína de interés a la cual se 


el segundo anticuerpo pueden g 
mediante un proceso llamado quimioluminiscencia, consistente en pro- 


ducir luz que puede ser rápidamente registrada por una película o por 
un detector sensible. Los dos anticuerpos diferentes, en ocasiones lla- 
mado “sándwich”, se emplean para amplificar la señal y mejorar la sen- 
sibilidad. Si no hay anticuerpo disponible, pero está disponible el gen 
que codifica para la proteína, y puede emplearse para expresarla, los 
métodos de DNA recombinante (véase el Cap. 5) pueden incorporar 
un pequeño epítopo peptídico (marcado del epítopo) en la secuencia 
normal de la proteína, que puede ser detectada por un anticuerpo co- 
mercialmente disponible contra ese epítopo. 


Los radioisótopos son herramientas indispensables 
para detectar moléculas biológicas 


Un método sensible para detectar una proteína u otra molécula bio- 
lógica consiste en detectar la radiactividad emitida por radioisótopos 
introducidos en la molécula. Al menos un átomo de la molécula radio- 
marcada está presente en forma radiactiva llamado radioisótopo. 


Radioisótopos útiles en la investigación biológica Cientos de 
moléculas biológicas, (p. ej. aminoácidos, nucleósidos y numerosos 
intermediarios metabólicos) marcados con varios radioisótopos se 
encuentran disponibles comercialmente. Estos preparados varían con- 
siderablemente en su actividad específica, que es la cantidad de radiac- 
tividad por unidad de material medida en desintegraciones por minuto 
(dpm), por milimol. La actividad específica de un compuesto marcado 
depende de la probabilidad de decaimiento del radioisótopo, determi- 
nada por su semivida o vida media, que es el tiempo requerido para 
que la mitad de los átomos sufran decaimiento radiactivo. En general, 
cuanto más corta sea la vida media de un radioisótopo, mayor será su 
actividad específica (Cuadro 3-1). 

La actividad específica de un compuesto marcado deberá ser lo su- 
ficientemente alta como para que una cantidad adecuada de radiactivi- 
dad se incorpore a las moléculas que deben ser detectadas con precisión. 
Por ejemplo, la metionina y la cisteína marcadas con azufre-35 (995) se 
usan ampliamente para marcar biosintéticamente proteínas celulares, 
porque hay disponibles preparados comerciales de estos aminoácidos 
con altas actividades específicas (> 10'* dpm/mmol). De forma similar, 
los preparados de precursores de ácidos nucleicos marcados con *H 
tienen actividades específicas mucho mayores que las correspondientes 
a los preparados marcados con '*C. En la mayoría de los experimentos 
se prefiere a los primeros porque permiten que el RNA o el DNA se 
marquen adecuadamente después de un período breve de incorpora- 
ción, o requieren una muestra celular de menor tamaño. Hay varios 
compuestos que contienen fosfato en los cuales el átomo de fósforo 
está marcado con el radioisótopo fósforo-32. Dada su alta actividad es- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 3-39 El Western blotting (inmunoblotting) com- 
bina varias técnicas para resolver y detectar una proteína específica. 
Paso HH después de que una mezcla proteica ha sido sometida a electroforesis 
a través de un gel con SDS, las bandas separadas (o manchas para un gel bidi- 
mensional) se transfieren (se hacen blotting) del gel a una membrana porosa 
de la cual no se separan fácilmente. Paso 4 la membrana se sumerge en una 
solución de anticuerpo (Ab1) específico para la proteína aislada y se lo incuba 
durante un momento. Sólo la banda unida a la membrana que contiene esta 
proteína se une al anticuerpo, formando una capa de moléculas de anticuerpo 
(cuya posición no puede verse en este punto). Luego, la membrana se lava 


pecífica, los nucleótidos marcados con *P se usan rutinariamente para 
marcar ácidos nucleicos en sistemas libres de células. 

Los compuestos marcados en los cuales el radioisótopo reemplaza 
los átomos presentes normalmente en la molécula, tienen virtualmente 
las mismas propiedades químicas que los compuestos correspondien- 
tes no marcados. Las enzimas, por ejemplo, en general, no pueden dis- 
tinguir entre los compuestos marcados de este modo y los sustratos no 
marcados. La presencia de estos átomos radiactivos está indicada con el 
isótopo entre paréntesis (sin guion) como prefijo (p. ej., [*H]leucina). 
Por el contrario, el marcaje de casi todas las biomoléculas (p. ej., pro- 


Radioisótopos usados con frecuencia en la 


investigación biológica 


Isótopo Vida media 
Fósforo-32 14,3 días 
Yodo-125 60,4 días 
Azufre-35 87,5 días 
Tritio (hidrógeño-3) : 12,4 años 
Carbono-14 5 730,4 años 
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para retirar el anticuerpo no unido (Ab). Paso El la membrana se incuba 

con un segundo anticuerpo (Ab)) que reconoce especificamente al primer 
anticuerpo (Ab) y se une a él. Este segundo anticuerpo se une en forma cova- 
lente a una enzima (p. ej. fosfatasa alcalina, que puede catalizar una reacción 
cromogénica), un radioisótopo o alguna otra sustancia CUya presencia pueda 
detectarse con alta sensibilidad. Paso E: finalmente, se detecta la localización 
y cantidad del Ab, unido (p. ej. por un precipitado morado oscuro a partir de 
una reacción cromogénica) que permite que la movilidad electroforética (y por 
lo tanto la masa) de la proteína sea determinada, como también su cantidad 
(de acuerdo con la intensidad de la banda). 


teínas o ácidos nucleicos) con el radioisótopo yodo-125 (*?%I) requiere 
la adición covalente de '*I a una molécula que normalmente no tiene 
yodo como parte de su estructura. Dado que este proceso de marcaje 
modifica la estructura química, la actividad biológica de la molécula 
marcada puede diferir, en cierta medida, de la forma no marcada. La 
presencia de tales átomos radiactivos está indicada con el isótopo como 
prefijo mediante un guion (no un paréntesis), (p. ej., '?91-tripsina). Los 
métodos estándar para el marcaje de proteínas con '*1 resultan en la 
unión covalente del '?%I principalmente a los anillos aromáticos de las 
cadenas laterales de la tirosina (monoyodotirosina y diyodotirosina). 
Los isótopos no radiactivos se usan cada vez con mayor frecuencia en 
la biología celular, especialmente en estudios de resonancia magnética 
nuclear y en aplicaciones de espectroscopia de masas, como se explica- 
rá más adelante. 


Experimentos de marcaje y detección de moléculas radiomarca- 
das Si los compuestos marcados se detectan por autorradiografia, un 
ensayo visual semicuantitativo, o si la radiactividad se mide mediante 
un “contador” adecuado, un ensayo altamente cuantitativo, que puede 
determinar la cantidad de material radiomarcado de una muestra, de- 
penderá de la naturaleza del experimento. En algunos experimentos se 
emplean ambos tipos de detección. 

En un uso de la autorradiografia, un tejido, célula o constituyente 
celular se marca con una molécula radiactiva, el material radiactivo no 
asociado se lava y la estructura de la muestra se estabiliza mediante un 


cuusS uzamiento químico de las macromoléculas de la muestra (“fija- 
ción ) o congelándola, Luego, se superpone a la muestra una emulsión 
fotográfica sensible a la radiación. Se revela la emulsión y aparecen pe- 
queños granos de plata, cuya distribución corresponde a la del material 
radiactivo, y habitualmente se detecta mediante un microscopio. Los 
estudios radioautográficos de células completas fueron cruciales para 
determinar los sitios intracelulares en los cuales se sintetizan varias ma- 
cromoléculas, y los movimientos posteriores de estas macromoléculas 
en el interior de las células. Varias técnicas que emplean microscopia 
fluorescente, y que describimos en el Capítulo 9, han suplantado en 
gran medida a la radioautografía en los estudios de este tipo. Sin em- 
bargo, la radioautografía, en ocasiones, se emplea en varios ensayos 
para detectar secuencias de DNA o RNA aisladas, específicas, en lo- 
calizaciones particulares de los tejidos (véase el Cap. 5), mediante una 
técnica conocida como hibridización in situ. 

Las mediciones cuantitativas de la cantidad de radiactividad en un 
material marcado se realizan con varios instrumentos distintos. Un de- 
tector Geiger mide los iones producidos en un gas, por las partículas 
o rayos y emitidos por un radioisótopo. Estos instrumentos son, bási- 
camente, dispositivos manuales empleados para controlar la radiacti- 
vidad en el laboratorio, para proteger a los investigadores del exceso de 
exposición. En un contador de centelleo, una muestra radiomarcada se 
mezcla con un compuesto fluorescente líquido que emite un destello de 
luz cuando absorbe la energía de las partículas P o de los rayos y libe- 
rados en el decaimiento del radioisótopo; un fototubo del instrumento 
detecta las cuentas de estos destellos de luz. Las imágenes fosforadas se 
usan para detectar la radiactividad empleando un detector bidimensio- 
nal, que almacena datos digitales acerca del número de decaimientos en 
desintegraciones por minuto por píxeles en el área de superficie. Estos 
instrumentos, que pueden pensarse como un tipo de película electró- 
nica reutilizable, se emplean generalmente para cuantificar moléculas 
radiactivas separadas por electroforesis en gel y están reemplazando a 
las emulsiones fotográficas para este propósito. 

La combinación de marcación y técnicas bioquímicas y de métodos 
de detección cuantitativa y visual, con frecuencia se emplea en los ex- 
perimentos de marcación. Por ejemplo, para identificar a las proteínas 
principales sintetizadas por un tipo celular particular, una muestra de 
células se incuba con un aminoácido radiactivo (p. ej., [355]metionina) 
durante unos pocos minutos, tiempo durante el cual el aminoácido 
marcado entra a las células y se mezcla con el conjunto celular de ami- 
noácidos no marcados y parte del aminoácido marcado se incorpora 


biosintéticamente a la proteína recién sintetizada. Luego, el aminoáci- 


do radiactivo no incorporado se lava, eliminándose de las células. Estas 


células se cosechan, la mezcla de proteínas celulares se extrae de ellas 
(p. ej, mediante una solución detergente) y luego se separa mediante 
cualquiera de los métodos usados frecuentemente para resolver mez- 
clas de proteínas complejas en componentes individuales. La electro- 
foresis en gel, en combinación con la radioautografía o un análisis de 
imágenes fosforadas, es con frecuencia el método elegido. Las bandas 
radiactivas del gel corresponden a las proteínas recién sintetizadas, que 
tienen incorporado al aminoácido radiactivo. Para detectar la proteína 
específica de interés, más que la totalidad de las proteínas radiomar- 
cadas biosintéticamente, puede emplearse un anticuerpo específico 
contra la proteína de interés, para precipitarla separándola del resto de 
las proteínas presentes en la muestra (inmunoprecipitación). Luego, el 
precipitado se solubiliza en condiciones desnaturalizantes, por ejem- 
plo en una solución amortiguadora que contenga SDS, para separar el 
anticuerpo de la proteína, y la muestra se analiza mediante PAGE-SDS 


seguido de radioautografía. En este tipo de experimento, un compuesto 
fluorescente activado por la radiación (“centellador”) puede infundir- 
separación electroforética, de tal modo que la 
arse para detectar la presencia de la proteína 
o una película o un detector electrónico bi- 
es de particular utilidad para los emisores 


se al gel al terminar la 
luz emitida pueda emple 
marcada, ya sea empleand 
dimensional. Este método 
débiles tales como el *H. 
Los experimentos de pulso y caza son de particular utilidad para 
ización intracelular de las proteínas o la 
n de una proteína o de un metabolito en 
perimental, una muestra celular se ex- 


trazar los cambios en la local 
modificación en la localizació 
el tiempo. En este protocolo ex 
pone a un compuesto radiomarcado que puede ser incorporado O uni- 
do de otro modo a una molécula celular de interés —el “pulso”— durante 
un período breve. El pulso termina cuando las moléculas radiactivas 
no incorporadas se lavan y las células se exponen a un gran exceso de 
compuesto idéntico pero no marcado, para diluir la radiactividad de 
cualquier compuesto radiactivo remanente pero no incorporado. Este 
procedimiento evita la incorporación adicional de cantidades signifi- 
cativas de marca radiactiva después del período de “pulso”, e inicia el 
período de “caza” (Fig. 3-40). Las muestras tomadas periódicamente 
durante el período de caza se ensayan para determinar la localización 
o la forma química de la marca radiactiva en función del tiempo. Con 
frecuencia, los experimentos de pulso y caza en los cuales la proteína 
se detecta por radioautografía después de la inmunoprecipitación y el 
SDS-PAGE, se emplean para seguir la velocidad de síntesis, modifica- 
ción y degradación de las proteínas, añadiendo aminoácidos precurso- 
res radiactivos durante el pulso y detectando luego las cantidades y ca- 
racterísticas de las proteínas radiactivas durante la caza. De este modo, 
pueden observarse las modificaciones postsintéticas de la proteína que 
cambian su movilidad electroforética y la velocidad de degradación de 
una proteína específica que se detecta a medida que la señal se pierde al 
aumentar el tiempo de caza. Un uso clásico de la técnica de pulso y caza 
fue el de los estudios empleados para elucidar la vía atravesada por las 
proteínas secretadas, desde su sitio de síntesis en el retículo endoplas- 
mático hasta la superficie de las células (véase el Cap. 14). 


La espectrometría de masas puede determinar la 
masa y secuencia de las proteínas 


La espectrometría de masas (EM) es una técnica poderosa para ca- 
racterizar a las proteínas, en especial para determinar la masa de 
una proteína o fragmentos de ella. Con información de este tipo en 
mano, también es posible determinar parte de la secuencia de una 
proteína o toda ella. Este método permite una determinación directa 
muy precisa del cociente masa (m) de una molécula cargada (ion 
molecular) con relación a su carga (2), o m/z. Se usan luego técnicas 
para deducir la masa absoluta del ion molecular. Hay cuatro carac- 
terísticas clave de todos los espectrómetros de masas. La primera es 
una fuente iónica, desde la cual la carga, por lo general en forma de 
protones, se transfiere al péptido o a las moléculas de proteína. La 
formación de estos iones ocurre en presencia de un campo eléctri- 
co alto, que luego dirige los iones moleculares cargados al segundo 
componente clave, el analizador de masas. El analizador de masas, 
que siempre está en una cámara de alto vacío, separa físicamente los 
¡ones de acuerdo con sus diferentes cocientes masa a carga (m/z). Los 
iones separados de acuerdo con su masa, luego se dirigen para im- 
pactar en un detector, el tercer componente clave, que proporciona 
una medida de la abundancia relativa de cada uno de los ¡ones de la 
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FIGURA EXPERIMENTAL 3-40 Los experimentos de pulso y caza pueden 
seguir la huella de la vía de la modificación de las proteínas o de 

su movimiento dentro de las células. (a) Para seguir el destino de una 
proteína específica recién sintetizada en una célula, estas se incubaron con 
1355] metionina durante 0,5 h (el pulso) para marcar todas las proteínas recién 
sintetizadas, y luego se lavó el aminoácido radioactivo no incorporado. Las 
células se incubaron adicionalmente (la caza) durante tiempos variables hasta 
24 horas y se sometió a las muestras de cada uno de los tiempos de caza a la 
inmunoprecipitación para aislar una proteína específica (aquí el receptor de 
lipoproteínas de baja densidad). El SDS-PAGE de los inmunoprecipitados segui- 
do de autorradiografía permitió la visualización de la proteína específica que 
inicialmente se sintetiza como un pequeño precursor (p) y luego se modifica 
rápidamente a una forma madura más grande (m) por la adición de hidratos de 
carbono. Aproximadamente la mitad de la proteína marcada se convirtió de p 
a m durante el pulso; el resto se convirtió después de 0,5 h de caza. La proteína 
permanece estable durante 6-8 horas antes de comenzar a degradarse (indica- 
do por una reducción en la intensidad de la banda). (b) El mismo experimento 
se llevó a cabo en células en las cuales se sintetiza una forma mutante de la 
proteína. La forma mutante p no puede convertirse adecuadamente a la forma 
m y se degrada con mayor rapidez que la proteína normal. (Adaptado de K F Kozars- 
ky, H. A. Brush y M. Krieger, 1986, J Cell Bio! 102(5):1567-1575,) 


muestra. El cuarto componente esencial es un sistema de datos com- 
putadorizado, que se emplea para calibrar el instrumento; adquiere, 
almacena y procesa los datos resultantes y con frecuencia dirige el 
instrumento en forma automática, para reunir tipos específicos de 
datos adicionales de la muestra sobre la base de las observaciones 
iniciales. Este tipo de retroalimentación automatizada se emplea 
para métodos de secuenciación de péptidos con EM en tándem de 
péptidos (EM/EM), que se describen más adelante. 

Los dos métodos usados con mayor frecuencia para generar 10nes 
de proteínas y fragmentos proteicos son (1) la desorción/ionización 
láser asistida por matriz (MALDI) y (2) el aerosol de electrones (elec- 
trospray) (AE). En la MALDI (Fig. 3-41), el péptido o la proteína de 
la muestra se mezclan con un ácido orgánico de bajo peso molecular 
que absorba la UV (la matriz) y luego se secan en un metal efector. La 
energía de un láser se ioniza y vaporiza la muestra produciendo iones 
moleculares de carga única, a partir de las moléculas constituyentes. 
En el AE (Fig. 3-42a) la muestra de péptidos o proteínas de la solución 
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FIGURA EXPERIMENTAL 3-41 La masa molecular puede determinarse 
mediante la espectrometría de masas por desorción/ionización láser 
asistida por matriz con tiempo de vuelo (MALDI-TOF). En el espectróme- 
tro MALDI-TOF, los pulsos de luz de un láser ionizan una mezcla de proteínas 
o de péptidos, que se absorbe sobre un efector metálico (paso MB) Un campo 
eléctrico acelera los iones de la muestra hacia el detector (pasos y E). El 
tiempo hasta el detector es proporcional a la raíz cuadrada del cociente masa 
a Carga (m/z). Para los iones con la misma carga, los más pequeños se moverán 
más rápido (un tiempo más corto hasta el detector). El peso molecular se 
calcula utilizando el tiempo de vuelo de un estándar. 


se convierte en un rocío fino de gotitas diminutas, formando un ae- 
rosol a través de un capilar estrecho a presión atmosférica. Las gotitas 
se forman en presencia de un campo eléctrico alto, lo que las vuelve 
altamente cargadas. Las gotitas se evaporan en su corto vuelo (mm) 
hasta la entrada del analizador del espectrómetro de masas, formando 
múltiples iones cargados a partir de los péptidos y las proteínas. Los 
iones gaseosos se muestrean en la región del analizador del EM donde 
luego se aceleran por acción de campos eléctricos y se separan median- 
te el analizador de masas sobre la base de su m/z. 

Los dos analizadores de masas usados con mayor frecuencia son 
los instrumentos de tiempo de vuelo (TOF) y las trampas iónicas. Los 
instrumentos TOF explotan el hecho de que el tiempo que le toma 2 
un ¡on atravesar la longitud del analizador antes de alcanzar el detec- 
tor es proporcional a la raíz cuadrada del m/z (los iones más peque- 
ños se mueven más rápido que los de mayor tamaño con igual carg% 
véase Fig. 3-41). En los analizadores de trampa iónica se usan campos 
eléctricos ajustables para capturar o “atrapar” iones con una m/z esp” 
cífica y para hacer pasar en forma secuencial los iones atrapados eN el 
exterior del analizador, hacia el detector (véase la Fig. 3-42a). Al varia! 
los campos eléctricos, los iones con un amplio espectro de valores m/z 
pueden ser examinados uno a la vez, produciendo un espectro de men 
sas, que es un gráfico de m/z (eje x) versus la abundancia relativa (6) 
y) (Fig.3-42b, panel superior). 

En los instrumentos en tándem o EM/EM, cualquier ¡on pa" e 
en el espectro de masa original (Fig. 3-42b, panel superior) puede > 
seleccionado por su masa, fraccionado en iones más pequeños por ya 
lisión con el gas inerte y luego puede medirse el m/z y la abundan 
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FIGURA EXPERIMENTAL 3-42 La masa molecular de las proteínas y los 
péptidos pueden determinarse por ionización de un aerosol de electro- 
nes en un espectrómetro de masas con trampa iónica. (a) La ionización 
del aerosol de electrones (AE) convierte a las proteínas y los péptidos de una 
solución en iones gaseosos muy cargados al hacer pasar la solución a través 
de una aguja (formando las gotitas) que tiene Un alto voltaje a través de ella 
(cargando las gotitas). Al evaporar el solvente, se producen iones gaseosos 
que entran a un espectrómetro de masas. Los iones se analizan mediante un 
analizador de masas con una trampa iónica, que luego dirige los iones hacia 
el detector. (b) Panel superior: espectro másico de una mezcla de tres péptidos 
mayores y varios péptidos menores presentada según la abundancia relativa 
de los iones que impactan en el detector (eje y) como función del cociente 
masa a carga (m/z) (eje x). Panel inferior: en un instrumento EM/EM como 


300 400 500 600 700 800 900 


1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 
m/z 


la trampa iónica que se muestra en la parte (a), un ion peptídico específico 
puede seleccionarse para ser fragmentado en iones más pequeños que luego 
se analizan y se detectan. El espectro EM/EM (llamado también espectro iónico 
del producto) proporciona información estructural detallada acerca del ion 
parental, lo que incluye la información de secuencia de los péptidos. Aquí, el 
ion con una m/z de 836,47 se seleccionó y se fragmentó y se midió el espectro 
másico m/z de los iones producto. Nótese que ya no hay un ion con una mvz 
de 836,47 porque éste se fragmentó. A partir de los diferentes tamaños de los 
iones producto, los valores conocidos de los fragmentos aminoacídicos indí- 
viduales m/z, la comprensión de los enlaces peptídicos que con frecuencia se 
escinden en estos experimentos y la información de las bases de datos, puede 
deducirse la secuencia del péptido, FIVGYVDDTOFVA. (Parte [a] basada sobre una 
figura de S. Carr; parte [bl datos no publicados de S. Carr.) 
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relativa de los iones fragmentados resultantes (Lig. 5 12b, panel infe- 
rior), todo dentro de la misma máquina en aproximadamente 0,] s por 
ion parental seleccionado. Este segundo ciclo de fragmentación y aná- 
lisis permite que sean determinadas las secuencias de péptidos cortos 
(menores de 25 aminoácidos), porque la fragmentación por colisión 
ocurre principalmente en los enlaces peptídicos, de modo tal que las 
diferencias de masa entre los iones corresponden a las masas dentro de 
las cadenas de los aminoácidos individuales, lo cual permite deducir la 
secuencia, en conjunto con la información sobre la secuencia en la base 
de datos (Fig. 3-42b, panel inferior). 

La espectrometría de masas es muy sensible, capaz de detectar hasta 

1 x 104 moles (100 atomoles) de un péptido o 10 x 107% moles (10 
femtomoles) de una proteína de PM 200 000. Los errores de precisión en 
la medición de la masa dependen del analizador de masas específico em- 
pleado, pero por lo general son = 0,01% para los péptidos y — 0,05-0,1% 
para las proteínas. Como se describirá en la Sección 3.6, más adelante, es 
posible usar la EM para analizar mezclas complejas de proteínas y pro- 
teínas purificadas. Por lo común, las muestras de proteínas son digeridas 
por proteasas y los productos de la digestión peptídica se someten a aná- 
lisis. Una aplicación muy poderosa de la EM consiste en tomar una mez- 
cla compleja de proteínas de una muestra biológica, digerirla con tripsi- 
na u otras proteasas, separar parcialmente los componentes empleando 
cromatografía líquida (CL) y luego transferir la solución que fluye de la 
columna de cromatografía directamente a un espectrómetro de masas 
AE en tándem. Esta técnica, llamada CL-EM/EM, permite el análisis casi 
continuo de una mezcla muy compleja de proteínas. 

Las abundancias de los iones, determinadas por espectrometría de 
masas en cualquier muestra dada, son valores relativos y no absolutos. 
Por lo tanto, si uno desea emplear la EM para comparar las cantidades 
de una proteína particular en dos muestras diferentes (p. ej., de un or- 
ganismo normal con respecto a un organismo mutante) es necesario 
tener un estándar interno en las muestras, cuyas cantidades no difieran 
entre las dos muestras. Entonces, se determinan las cantidades de la 
proteína de interés con relación a las del estándar de cada muestra. Esto 
permite comparaciones de los niveles de proteínas entre las muestras, 
cuantitativamente precisas. Un enfoque alternativo implica la compa- 
ración simultánea de las cantidades de proteínas de dos células diferen- 
tes o muestras de tejidos que se encuentran mezcladas. Para hacer esto, 
los investigadores incuban primero una de las muestras con aminoá- 
cidos que contengan átomos del isótopo “pesado”. Estos se incorporan 
por biosíntesis en todas las proteínas de la muestra. Las proteínas de las 
dos muestras se mezclan luego y se analizan por espectrometría de ma- 
sas. Las proteínas y péptidos derivados de la muestra “pesada” pueden 
distinguirse en el espectrómetro de masas de los de la otra, la mues- 
tra “liviana”, por sus masas más pesadas. Así, puede hacerse una com- 
paración directa de las cantidades relativas de cada proteína en cada 
muestra. Cuando las muestras son células cultivadas en el laboratorio, 
el método se llama marcación isotópica estable con aminoácidos en el 
cultivo celular (SILAC). 


La estructura primaria de una proteína puede 
determinarse con métodos químicos y a partir de 
secuencias génicas 

El método clásico para la determinación de la secuencia de aminoá- 
cidos de una proteína es la degradación de Edman. En este procedi- 
miento, se marca el grupo amino libre del aminoácido N-terminal de 
un polipéptido y el aminoácido marcado luego se escinde del polipép- 
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tido y se lo identifica mediante cromatografía líquida de alta presión. 
El polipéptido queda entonces con un residuo menos y tiene un nuevo 
aminoácido en el extremo N-terminal. Se repite el ciclo acortando el 
polipéptido hasta que se hayan identificado todos los residuos. 

Antes de 1985, los biólogos usaban el procedimiento químico de 
Edman frecuentemente para determinar las secuencias proteicas. Sin 
embargo, en la actualidad con frecuencia las secuencias completas de 
las proteínas se determinan principalmente analizando las secuencias 
del genoma. Ya se han secuenciado los genomas completos de varios 
organismos, y las bases de datos de las secuencias genómicas de los se- 
res humanos y de numerosos organismos modelo se están expandien- 
do con rapidez. Como se analizará en el Capítulo 5, las secuencias de 
las proteínas pueden deducirse de las secuencias de DNA que se predice 
que codificarán proteínas. 

Un poderoso enfoque para determinar la estructura primaria de 
una proteína aislada combina la EM y el empleo de bases de datos de 
secuencias. En primer término, el péptido “huella digital másica” de la 
proteína, se obtiene mediante EM. La huella digital de la masa del pép- 
tido es el listado de los pesos moleculares de los péptidos generados por 
la digestión de la proteína con una proteasa específica como la tripsina. 
Los pesos moleculares de la proteína parental y de sus fragmentos pro- 
teolíticos se emplean luego para buscar en las bases de datos genómicas 
cualquier proteína de tamaño similar, con mapas másicos de péptidos 
similares o idénticos. La espectrometría de masas puede emplearse 
también para secuenciar directamente péptidos, empleando EM/EM 
como se describió más arriba. 


La conformación de las proteínas se determina 
mediante métodos físicos sofisticados 


En este capítulo hemos enfatizado que la función proteica depende de 
la estructura de las proteínas. Así, para entender con exactitud de qué 
manera funciona una proteína, debe determinarse su estructura tri- 
dimensional. La determinación de la conformación de una proteína 
requiere métodos físicos sofisticados y análisis complejos de los datos 
experimentales. Describiremos brevemente tres métodos empleados 
para generar modelos tridimensionales de las proteínas. 


Cristalografía de rayos X El uso de la cristalografía de rayos X para 
determinar las estructuras tridimensionales de las proteínas fue un de- 
sarrollo de Max Perutz y John Kendrew en la década de 1950. En esta 
técnica, haces de rayos X pasan a través de un cristal de proteína, en el 
que millones de moléculas de proteínas están alineadas con precisión 
en una disposición cristalina rígida. Las longitudes de onda de los ra- 
yos X tienen aproximadamente 0,1-0,2 nm, lo suficientemente cortas 
como para determinar las posiciones de los átomos individuales en la 
proteína. Los electrones de los átomos del cristal dispersan los rayos 
X, lo que produce un patrón de difracción de manchas individuales, 
cuando se las intercepta en una película fotográfica o un detector elec- 
trónico (Fig. 3-43). Los patrones de este tipo son sumamente comple- 
jos —compuestos por hasta 25 000 manchas de difracción o reflexiones 
cuyas intensidades medidas varían dependiendo de la distribución de 
los electrones, la que a su vez está determinada por la estructura ató- 
mica y la conformación tridimensional de la proteína. Deben hacerse 
cálculos elaborados y modificaciones de la proteína (como la unión de 
metales pesados) para interpretar el patrón de difracción, y calcular la 
distribución de los electrones (llamado el mapa de densidad electróni- 
ca). Con el mapa de densidad electrónica tridimensional en mano, es 
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FIGURA EXPERIMENTAL 3-43 La cristalografía de rayos X proporcio- 
na datos de difracción a partir de los cuales puede determinarse la 
estructura tridimensional de una proteína. (a) Componentes básicos 

de una determinación cristalográfica de rayos X Cuando un haz estrecho de 
rayos X impacta sobre un cristal, parte de él lo atraviesa y el resto se dispersa 
(difracta) en varias direcciones. La intensidad de las ondas difractadas, que 
forman disposiciones periódicas de manchas de difracción, se registra en una 
película sensible a los rayos X. o con un detector electrónico de estado sólido 
(b) Patrón de difracción de los rayos X para un cristal de proteína, recogido en 
un detector de estado sólido. Á partir de análisis complejos de los patrones de 
manchas como éste, puede determinarse la localización de los átomos de una 
proteína. (Parte (a] adaptada de L. Stryer. 1995, Biochemistry, 4th ed., W. H. Freeman and 
Company, p. 64; parte [b] cortesía de J. Berger. 


posible entonces “adecuar” un modelo molecular de la proteína para 
que encaje en la densidad electrónica, y estos modelos son los que uno 
ve en los distintos diagramas de proteínas de este libro (p. ej., la Fig. 
3-8). El proceso es análogo al de la reconstrucción de la forma precisa 
de una roca, a partir de las ondas que crea cuando cae en un estanque. 


Si bien en ocasiones las estructuras de parte de la proteína no pueden 
definirse con claridad, al emplear la cristalografía de rayos X los in- 
vestigadores determinan en forma sistemática las estructuras de tipos 
representativos de la mayoría de las proteínas. Hasta la fecha se han 
establecido, mediante el uso de cristalografía de rayos X, las estructuras 
tridimensionales de más de 18 000 proteínas. Estas estructuras pueden 
encontrarse en el Research Collaboratory for Structural Bioinformatics 
Protein Data Bank (htp://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), cada 
uno con su propia entrada PDB. 


Microscopia crioelectrónica Si bien algunas proteínas cristalizan fá- 
cilmente, obteniéndose cristales de otras —particularmente las proteí- 
nas con múltiples subunidades grandes y las asociadas con las mem- 
branas— se requiere un esfuerzo que requiere tiempo y, con frecuencia, 
encontrar las condiciones adecuadas es un método de ensayo y error, 
asistido por robótica, en el caso de que sea posible para todas las pro- 
teínas. (Desarrollar cristales adecuados para los estudios estructurales 
es tanto un arte como una ciencia). Hay varias formas de determinar 
las estructuras de las proteínas difíciles de cristalizar. Una de ellas es la 
microscopia crioelectrónica. En esta técnica, una muestra proteica se 
congela rápidamente en helio líquido para preservar su estructura y 
examinarla luego en el estado congelado, hidratado, en un microscopio 
crioclectrónico. Se toman fotografías de la proteína en varios ángulos 
y se graban en una película empleando una baja dosis de electrones 
para evitar el daño inducido por radiación a la estructura. Sofisticados 
programas de computación analizan las imágenes y reconstruyen la es- 
tructura de la proteína en las tres dimensiones. Recientes avances en la 
microscopia crioelectrónica permiten a los investigadores generar mo- 
delos moleculares que pueden ayudar a comprender cómo funcionan 
las proteínas. El empleo de la microscopia crioelectrónica y de otros 
tipos de microscopia electrónica para ver las estructuras celulares se 
analiza en el Capítulo 9. 


Espectroscopia por RMN Las estructuras tridimensionales de las pro- 
teínas pequeñas, que contienen hasta 200 aminoácidos, pueden estu- 
diarse rutinariamente con la resonancia magnética nuclear (RMN). 
Enfoques especializados pueden emplearse para extender el espectro 
de tamaños a proteínas algo mayores. En esta técnica, una solución 
proteica concentrada se coloca en un campo magnético y se miden los 
efectos de diferentes radiofrecuencias en los estados de spin nucleares 
de átomos distintos. El estado de spin de cualquier átomo se ve afec- 
tado por los átomos vecinos de residuos adyacentes, de modo tal que 
los residuos ubicados en la vecindad tienen mayor influencia que los 
distantes. De acuerdo con la magnitud del efecto, puede calcularse la 
distancia entre los residuos mediante un proceso semejante a la trian- 
gulación; luego, estas distancias se emplean para generar un modelo de 
la estructura tridimensional de la proteína. Una distinción importante 
entre la cristalografía de rayos X y la espectroscopia de RMN es que el 
primer método determina en forma directa las ubicaciones de los áto- 
mos, mientras que el último determina en forma directa las distancias 
entre ellos. 

Si bien la RMN no requiere la cristalización de una proteína, una 
ventaja definitiva, esta técnica se limita a proteinas más pequeñas que 
unos 20 kDa. Sin embargo, el análisis mediante RMN puede proporcio- 
nar información acerca de la capacidad de una proteína de adoptar un 
conjunto de conformaciones muy relacionadas, aunque no exactamente 
idénticas, y de moverse entre estas conformaciones (dinámica proteica). 
Esta es una característica común de las proteínas que no son estructu- 
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ras absolutamente rígidas, sino que pueden “respirar” o mostrar ligeras 
variaciones en las posiciones relativas de sus átomos constituyentes. En 
algunos casos, estas variaciones pueden tener importancia funcional, 
por ejemplo en el modo en que las proteínas se unen entre sí. El análisis 
estructural de la RMN ha sido de particular utilidad en el estudio de 
los dominios proteicos aislados, que con frecuencia pueden obtenerse 
como estructuras estables y tienden a ser lo suficientemente pequeños 
como para emplear esta técnica. Hasta la fecha hay más de 5 000 estruc- 
turas proteicas determinadas mediante RMN disponibles en el Protein 
Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 3.5 


Purificación, detección y caracterización de 
proteínas 


* Las proteínas pueden separarse de otros componentes celulares y entre sí 
sobre la base de diferencias en sus propiedades físicas y químicas. 


* Se emplean distintos ensayos para detectar y cuantificar a las proteínas. 
Algunos emplean una reacción lumínica para generar una señal detecta- 
ble rápidamente. Otros ensayos producen una señal coloreada amplificada 
con enzimas y sustratos cromogénicos. 


* La centrifugación separa las proteínas sobre la base de sus velocidades de 
sedimentación que se ven afectadas por sus masas y sus formas (véase la 
Fig. 3-35). 


* La electroforesis separa las proteínas sobre la base de sus velocidades de 
movimiento en un campo eléctrico aplicado. La electroforesis en gel de 
poliacrilamida-SDS (PAGE-SDS) puede resolver cadenas polipeptídicas 
que difieran en un 10% o menos en su peso molecular (véase la Fig. 3-36). 
La electroforesis en gel bidimensional proporciona resolución adicional al 
separar las proteínas, primero por su carga (primera dimensión) y luego 
por su masa (segunda dimensión). 


* La cromatografía líquida separa las proteínas sobre la base de sus velo- 
cidades de movimiento a través de una columna en la que se encuentran 
perlas esféricas empaquetadas. Las proteínas que difieren en masa se re- 
suelven filtrándolas en columnas de gel; las que difieren en carga, en co- 
lumnas de intercambio iónico; las que difieren en propiedades de unión 
al ligando, en columnas de afinidad que incluyen a la cromatografía de 
afinidad basada en anticuerpos (véase la Fig. 3-38). 


* Los anticuerpos son reactivos poderosos usados para detectar, cuantificar 
y aislar proteínas. 


* El inmunoblotting, llamado también Western blotting, es un método em- 
pleado con frecuencia para estudiar proteínas específicas, que explota la alta 
especificidad y sensibilidad de la detección proteica por los anticuerpos y la 
alta resolución para separar proteínas del PAGE-SDS (véase la Fig. 3-39). 


* Los isótopos, tanto los radiactivos como los no radiactivos “pesados” o 
“livianos” desempeñan un papel central en el estudio de las proteínas y 
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de otras biomoléculas. Pueden ser incorporados a las moléculas sin cam- 
biar la composición química de éstas o como etiquetas añadidas. Pueden 
emplearse para ayudar a detectar la síntesis, localización, procesamiento y 


estabilidad de las proteínas. 


* La radioautografía es una técnica semicuantitativa empleada para de- 
tectar moléculas marcadas radioactivamente en células, tejidos o geles de 


electroforesis. 


* La marcación por pulso y caza puede determinar el destino intracelular 
de las proteínas y de otros metabolitos (véase la Pig. 3-40). 


* La espectrometría de masas es un método muy sensible y de alta precisión 
empleado para detectar, identificar y caracterizar proteínas y péptidos. 


* Las estructuras tridimensionales de las proteínas se obtienen por crista- 
lografía de rayos X, microscopia crioelectrónica y espectroscopia RMN. La 
cristalografía de rayos X proporciona las estructuras más detalladas pero 
requiere la cristalización de las proteínas. La microscopia crioelectrónica es 
más útil para los complejos proteicos grandes que son dificiles de cristali- 
zar. Sólo las proteínas relativamente pequeñas son susceptibles del análisis 
por RMN. 


3.6 Proteómica 


Durante la mayor parte del siglo xx, el estudio de las proteínas quedó 
restringido principalmente al análisis de las proteínas individuales. Por 
ejemplo, uno estudiaría una enzima determinando su actividad enzi- 
mática (sustratos, productos, velocidad de la reacción, requerimiento 
de cofactores, pH, etc.), su estructura y su mecanismo de acción. En 
algunos casos, también pueden estudiarse las relaciones entre unas po- 
cas enzimas que participan en una vía metabólica. En una escala más 
amplia, la localización y actividad de una enzima podría examinarse 
en el contexto de una célula o un tejido. Los efectos de las mutacio- 
nes, enfermedades o drogas sobre la expresión y actividad de la enzima 
también pueden ser sujeto de investigación. Este enfoque multifacético 
proporcionó mayores conocimientos acerca del funcionamiento y los 
mecanismos de acción de proteínas individuales o de un número rela- 
tivamente pequeño de proteínas que interactuaban. Sin embargo, este 
enfoque de estudiar las proteínas una a la vez no proporciona rápida- 
mente un cuadro global de lo que está ocurriendo en el proteoma de 
una célula, un tejido o un organismo completo. 


La proteómica es el estudio de todas las 
proteínas de un sistema biológico o un 
subconjunto grande de ellas 


La aparición de la genómica (secuenciación del DNA genómico y las 
tecnologías asociadas como el análisis simultáneo de los niveles de to- 
dos los mRNA de las células y de los tejidos) mostró claramente que un 
enfoque global o sistémico a la biología proporcionaría conocimientos 
únicos y de alto valor. Muchos científicos reconocieron que un análisis 
global de las proteínas de los sistemas biológicos tenía el potencial de 
contribuciones igualmente valiosas para nuestro entendimiento. Así, 
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Compare los resultados con las bases de datos para identificar 
las proteínas de la muestra biológica original 


FIGURA EXPERIMENTAL 3-44 La CL-EM/EM se emplea para identificar 
las proteínas de una muestra biológica compleja. Una mezcla compleja 
de proteínas presente en una muestra biológica (p. ej, un preparado aislado de 
orgánulos de Golgi) se digiere con una proteasa; la mezcla de péptidos resul- 
tantes se fracciona mediante cromatografía líquida (CL) a fracciones múltiples 
menos complejas, que se inyectan en forma lenta pero continua mediante 


PP PPP PPP 


nació un campo nuevo: la proteómica. La proteómica es el estudio sis- 
temático de las cantidades, modificaciones, interacciones, localización 
y funciones de todas las proteínas o de un subconjunto de ellas en un 
organismo completo, tejido, a nivel celular o subcelular. 

Un conjunto de preguntas generales se plantean en los estudios de 


la proteómica: 


+ En una muestra dada (organismo completo, tejido, célula, comparti- 
mento subcelular), ¿qué fracción del proteoma completo se expresa (es 
decir, qué proteínas están presentes)? 


* De esas proteínas presentes en la muestra, ¿cuál es su abundancia re- 


lativa? 


* ¿Cuáles son las cantidades relativas de las formas cortadas y pegadas 
en forma alternativa y modificadas químicamente (p. ej., fosforiladas, 
metiladas y aciladas con grasas) de las proteínas? 


¡onización por aerosol de electrones a un espectrómetro de masas en tándem. 
Luego, las fracciones se someten secuencialmente a ciclos múltiples de EM/EM 
hasta que se determinan las masas y secuencias de muchos de los péptidos 

y se emplean para identificar las proteínas de la muestra biológica original 
mediante la comparación con bases de datos de proteínas. (Basada en una figura 
proporcionada por 5 Carr) 


* ¿Qué proteínas están presentes en los grandes complejos multipro- 
teicos y cuáles en cada complejo? ¿Cuáles son las funciones en estos 
complejos y cómo interactúan? 


* Cuando el estado de una célula cambia (p. ej., velocidad de crecimien- 
to, estadio del ciclo celular, diferenciación, nivel de estrés), ¿las pro- 
teínas de las células o la forma secretada de ellas cambia de un modo 
característico (del modo de una huella digital)? ¿Qué proteínas cam- 
bian y cómo (cantidades relativas, modificaciones, formas alternativas 
de corte y empalme, etc.)? (Esta es una forma de perfil de expresión 


proteico que complementa el perfil transcripcional (mRNA) analizado 
en el Capitulo 7). 


* ¿Pueden los cambios del tipo de la huella digital emplearse para pro- 
pósitos diagnósticos? Por ejemplo, ¿ciertos cánceres o cardiopatías pro- 
vocan cambios característicos en las proteínas de la sangre? ¿Puede la 
huella digital proteómica ayudar a determinar si un determinado cán- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 3-45 La centrifugación en gradiente de 
densidad y la CL-EM/EM deben emplearse para identificar muchas 


de las proteínas de los orgánulos. (2) Lus celulas Celtendo bepatoo 


rompieron en forma mecánica para que liberaran los orgánulos y estos se 
separaron parcialmente mediante centrifugación en gradiente de densidad 


Las localizaciones de los orgánulos -que se esparcierón a traves del graciente 
y, en cierta medida, se Superpusieron entre st se determinaron empleando 
inmunoblotting con anticuerpos que Teconocia4n proteinas especificas de los 
orgánulos, identificadas previamente, Fracciones del gradiente se sometieron 
a proteólisis y a CL-EM/EM para identificar los péptidos, v asi las protemmas, de 
cada fracción. Las comparaciones con las localizaciones de los organulos del 
gradiente (llamadas perfiles de correlación proteicos) permitieron la asignación 
de muchas proteinas individuales a uno o mas orgánulos (Identihicación del 
proteoma del organulo) (b) La separación jerárquica de los datos derivados de 
los procedimientos de la parte (3). Notese que no todas las protemas identih 
cadas pudieron asignarse a los orgánulos y algunas se asignaron a mas de un 
125 
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cer es resistente o sensible a una droga quimioterapéutica en particu- 
lar? Las huellas digitales de la proteómica también pueden ser el punto 
de partida para estudios de los mecanismos subvacentes al cambio de 
estado. Las proteínas (y otras biomoléculas) que muestran cambios que 
son diagnósticos de un estado particular se llaman biomarcadores. 


* Los cambios en el proteoma, ¿pueden avudar a definir dianas para las 
drogas o sugerir mecanismos por los cuales esa droga puede inducir 
efectos colaterales tóxicos? Si asi fuera, seria posible diseñar por inge- 
niería versiones modificadas de la droga con menos efectos colaterales, 


Estas son solo unas pocas preguntas que pueden ser respondidas 
usando la proteómica. Los métodos empleados para responder estas 
preguntas son tan diversos como las preguntas en si y su NuMmcro está 


creciendo con rapidez 


Las técnicas avanzadas de espectrometría de masas 
son críticas para el análisis proteómico 


Los avances en las tecnologías de la proteomuca (p. €1.,la espectrometria 


de masas) afectan profundamente los upos de preguntas que pueden 
estudiarse en la práctica. Durame muchos años, la edectroforers en 
gel bidimensional ha permitido a los investigadores xcpatas, Imostrá! 
y caracterizar una mezcla completa de proteinas véase la Fig , 
Las manchas en un gel bulimensional pueden cortarse 
tragmentarse por proteolisiy ip. er, mediante digestión « 
los fragmentos identibxars por EM. Como alternativa e este metodo 


Las pruteinas 


on 1Niprisa y 


bidimensional en gel, está la (1 -EMVEM de alto rerubimuiento Le igora 
3-44 resume el enfoque general de la CL EMIEM, en la cuál una mez- 


cla compleja de protemas se digiere con una protesa la 
péptidos resultantes se tracciona mediante CS en multiples traccion 


rmistaida de 
menos complejas que, en forma lenta pero continuada se invectan sue 
diante jonización de un aerosol de electrones a un espatroratro de 
masas en tándem. Luego, las fracciones se sumeten en burma recuersa! 
a ciclos múltiples de EM/EM hasta que se determinan las cerro sas de 
muchos de los péptidos y se emplean pará identificar, a porter de bases 
de datos, las proteínas de la muestra biológica original. 

Un ejemplo del uso de la CL-EM¿EM para identificar muchas de las 
proteínas de cada orgánulo se ve en la Figura 3-45, Las células del tendo 
de bigado murino (de ratón; se rompieron mecániwamente para que 
liberaran los orgánulos y estos se separaron parcialmente con centri 


108 CAPfruLo 3 » Estructura y función de las proteinas 


(a) 
7) 8 ] 
23 => ED 
32 " 
Vo Mitocrondrias Endosomas 
tempranos 
Golgi 
E 
02 AMET Pa, A 
oc Pe 
SE K 
3 7 ON 
20 ( ÍA 
E o pon 015 Ya ¡ 
o $ A 
E | irmanotransferencia 
¿0 
E ¡ 
¿e ATPsintasa F1 
S Antigeno 1 endosoma 
ES temprano 
A 
$ 1, 2-a-manosidasa 


Proteólisis y CL-EM/EM 
Localización de las proteinas 


— 
o 


Intensidad 


Perfiles de 
correlación de 
las proteínas 
o 
o 


= 


32 fracciones de gradiente 


| 


22 260 péptidos 


| 


2 197 proteínas 


| 


1500 proteinas cuantificadas 


1 404 proteinas localizadas —> 


-Cilosol 488. *—1 258 protemas citoplasmaticas 


La 4 ¿ 
a EA PA 


¿a localira ción dedos organulos en 


4 2 mts sy 4 horror. 
E FTERAACA TAS GOYA 


NOMoTIAg COM ARUCULET pos 
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certon orgánuios Las tracciones del grados sesemencron 4 Cl EM 
EM para identificar las proteinas de cada fracción y se comparó la dis. 


tribución en el gradiente de las sruchas proteínas individuales con las 


distribuciones de los organulos. Esto permitió la 


] asignación de muchas 
proteínas individuales a uno o m 


as orgánulos (perfil proteoma, proteo- 

ee ) Más recientemente, se han empleado métodos 

que combinan la purificación del orgánulo, la E 
g ¿ 


| -M, la localización bio- 
química y los ordenadores para mostrar que al menos 1 000 proteínas 
diferentes se localizan en las mitocondri 


los ratones. 


ma de los orgánulos). 


as de los seres humanos y de 


Los métodos de la proteómica combinados con los de la genética 


molecular actualmente se están empleando para identificar todos los 
complejos proteicos de una célula eucarióntica, la levadura Saccha- 
romyces cerevisiae. Aproximadamente se han identificado 500 comple- 
jos con un promedio de 4,9 proteínas distintas por complejo, y estas, a 


su vez, están implicadas en al menos 400 interacciones complejo-com- 


plejo. Estos estudios proteómicos sistemáticos están proporcionando 
nuevos conocimientos acerca de la organización de las proteínas den- 


tro de las células y del modo en que las proteínas trabajan en conjunto 
para permitir que las células vivan y funcionen. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 3.6 


Proteómica 


* La proteómica es el estudio sistemático de las cantidades (y cambios 
en las cantidades), modificaciones, interacciones, localización y 
funciones de todas las proteínas o subconjuntos de ellas de los sistemas 
biológicos en el organismo completo, los tejidos, a nivel celular y a nivel 
subcelular. 


* La proteómica proporciona conocimientos acerca de la organización 
fundamental de las proteínas dentro de las células y del modo en que 
esta organización se ve afectada por el estado de las células (p. ej., la 
diferenciación en distintos tipos celulares, la respuesta al estrés, la en- 
fermedad y las drogas). 


* Se emplea una gran variedad de métodos para los análisis proteómi- 
cos, que incluyen la electroforesis en gel bidimensional, la centrifuga- 
ción en gradiente de densidad y la espectroscopia de masas (MALDI- 
TOF y CL-EM/EM). 


* La proteómica ha ayudado a comenzar en la identificación de los 
proteomas de los orgánulos (“perfil proteómico de los orgánulos”) y 
la organización de las proteínas individuales dentro de los complejos 
multiproteicos que interactúan en una intrincada red para dar sustento 
a la vida y la función de las células (véase la Fig. 3-45). 


Perspectivas 


La notable expansión del poder de los ordenadores se encuentra en el 
núcleo de los avances que determinan las estructuras tridimensionales 
de las proteínas. Por ejemplo, los ordenadores en tubos de vacío que 
permiten ejecutar programas en tarjetas perforadas se emplearon para 
resolver las estructuras de las primeras proteínas sobre la base de la 
cristalografía de rayos X, un proceso que en ese momento llevó años 
pero que ahora puede ser realizado en cuestión de días y, en algunos 
casos, de horas. En el futuro, los investigadores se proponen predecir 


las estructuras de las proteínas empleando solo las secuencias de los 
aminoácidos deducidas a partir de las secuencias génicas. Este proble- 
ma informático requiere superordenadores o grandes conjuntos de 
ordenadores que operen de manera sincrónica. En la actualidad, solo 
pueden predecirse las estructuras de dominios muy pequeños que con- 
tengan hasta 100 residuos y con baja resolución. Sin embargo, los per- 
manentes desarrollos en la informática y los modelos de plegamiento 
de proteínas combinados con los esfuerzos a gran escala para resolver 
las estructuras de todos los motivos estructurales proteicos, mediante 
cristalografía de rayos X, permitirán predecir las estructuras de pro- 
teínas más grandes. Con una base de datos en expansión exponencial 
de motivos estructurales, dominios y proteínas definidas los científicos 
serán capaces de identificar los motivos de una proteína desconocida, 
hacer coincidir el motivo con la secuencia y emplearlo para predecir la 
estructura tridimensional de la proteína completa. 

Nuevos enfoques combinados también ayudarán para determinar 
estructuras en alta resolución de las máquinas moleculares. Si bien estos 
ensambles macromoleculares muy grandes habitualmente son difíciles 
de cristalizar y, por lo tanto, de resolver mediante cristalografía de ra- 
yos X, pueden obtenerse imágenes en un microscopio crioelectrónico 
a temperaturas del helio líquido y a alta energía de los electrones. A 
partir de millones de “partículas” individuales, cada una de las cuales 
representa una vista al azar del complejo proteico, puede construirse la 
estructura tridimensional. Dado que las subunidades del complejo pue- 
den ya resolverse cristalográficamente, se podrá generar una estructura 
compuesta que consista en las estructuras que formen las subunidades 
derivadas de los rayos X para encajar con el modelo derivado de la EM. 

Los métodos para la rápida determinación de la estructura combi- 
nados con la identificación de nuevos sustratos e inhibidores ayudarán 
a la determinación de las estructuras de complejos enzima-sustrato y 
los estados de transición y, de este modo, ayudarán a proporcionar in- 
formación detallada con respecto a los mecanismos de la catálisis enzi- 
mática. Las proteínas de membrana, dado el ambiente especializado en 
el cual residen y sus características de solubilidad, siguen constituyendo 
un desafío, si bien el progreso en esta área está acelerándose. 

Aunque nuestra comprensión de la estructura y actividad de las cha- 
peronas continúa avanzando en forma exponencial, aún continúa sien- 
do un misterio un número de interrogantes críticos. No comprendemos 
con precisión de qué manera las células distinguen entre una proteí- 
na no plegada, una plegada en forma incorrecta y una correctamente 
plegada. Claramente, la exposición de las cadenas hidrofóbicas laterales 
desempeña un papel pero, ¿cuáles son los otros determinantes de este 
proceso de reconocimiento clave? ¿De qué manera se toma la decisión 
para pasar de intentar volver a plegar una proteína a decidir degradarla? 

El rápido desarrollo de nuevas tecnologías puede esperarse que 
resuelva parte de los problemas aún notables de la proteómica. Está 
resultando posible identificar y caracterizar proteínas intactas de has- 
ta 30-70 kDa en mezclas complejas usando técnicas de EM sin digerir 
primero las muestras a péptidos, un método llamado enfoque “arriba- 
abajo”, en contraste a iniciar con fragmentos de la proteína (enfoque 
“abajo-arriba”). Un problema actual en el análisis proteómico de mez- 
clas complejas es que resulta difícil detectar e identificar fragmentos 
proteicos de muestras cuyas concentraciones en la muestra difieran en 
más de mil veces: algunas muestras, como las de plasma sanguíneo, 
contienen proteínas cuyas concentraciones varían en una escala de 
1 011 veces. El análisis rutinario de las muestras con concentraciones 
tan diversas mejoraría notablemente el valor mecánico y diagnóstico 
de la proteómica del plasma sanguíneo. 
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Revisión de los conceptos 


1. La estructura tridimensional de una proteína está determinada por 
sus estructuras primaria, secundaria y terciaria. Defina estructuras pri- 
maria, secundaria y terciaria. ¡Cuáles son algunas de las estructuras se- 
cundarias comunes? ¿Cuáles son las fuerzas que mantienen juntas las 
estructuras secundaria y terciaria? 

2. El plegamiento adecuado de las proteínas es esencial para su activi- 
dad biológica. En general, la conformación funcional de una proteína 
es la conformación con la menor energía. Esto significa que si una pro- 
teína no plegada alcanza el equilibrio, debería ensamblarse automáti- 
camente a su estado nativo plegado funcional. ¿Entonces por qué hay 
necesidad de las chaperonas moleculares y de las chaperoninas en las 
células? ¿Qué papel diferente desempeñan las chaperonas y las chape- 
roninas moleculares en el plegamiento de las proteínas? 

3. Las enzimas catalizan las reacciones químicas. ¿Qué constituye el si- 
tio activo de una enzima? ¿Qué son los números de recambio (kcat), la 
constante de Michaelis (K, ) y la velocidad máxima (V,. ) de una en- 
zima? La kcat para la anhidrasa carbónica es 5 x 105 moléculas/s. Esta 
es una “constante de velocidad” pero no una “velocidad”. ¿Cuál es la 
diferencia? ¿Por qué concentración multiplicaría esta constante de ve- 
locidad para determinar una velocidad real de formación del producto 
(V)? ¿En qué circunstancias esta velocidad sería igual a la velocidad 
máxima (V,, ) de la enzima? 

4, El siguiente gráfico de coordenadas de reacción muestran curvas de 
la energía de una molécula de sustrato (S) cuando pasa a través de un 
estado de transición (X*) en su camino a transformarse en un producto 
estable (P), solo o en presencia de dos enzimas diferentes (El y E2). ¿De 
qué manera la adición de cualquiera de las enzimas afecta el cambio 
en la energía libre de Gibbs (AG) para la reacción? ¿Cuál de las dos 
enzimas se une con mayor afinidad al sustrato? ¿Qué enzima es mejor 
para estabilizar el estado de transición? ¿Qué enzima funciona como 
mejor catalizador? 

5. Un sistema inmunitario adaptativo saludable puede generar an- 
ticuerpos que reconocen y se unen con alta afinidad a casi cualquier 
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molécula estable. La molécula a la cual se une un anticuerpo se conoce 
como “antígeno”. Los anticuerpos han sido explotados por científicos 
emprendedores para generar herramientas valiosas para la investiga- 
ción, el diagnóstico y el tratamiento. Una aplicación inteligente es la 
generación de anticuerpos que funcionan como enzimas para catalizar 
reacciones químicas complicadas. Si usted deseara producir un anti- 
cuerpo “catalítico” de este tipo, ¿qué sugeriría emplear como antígeno? 
¿Sería el sustrato de la reacción? ¿El producto? ¿Alguna otra cosa? 

6. Las proteínas se degradan en las células. ¿Qué es la ubicuitina y qué 
papel desempeña en marcar a las proteínas para su degradación? ¿Cuál 
es el papel de los proteasomas en la degradación de las proteínas? 
¿Cómo podrían servir los inhibidores de los proteasomas como agentes 
quimioterapéuticos (para el tratamiento del cáncer)? 

7. La función de las proteínas puede regularse de diferentes maneras. 
¿Qué es la cooperatividad y cómo influencia a la función de las pro- 
teínas? Describa de qué manera la fosforilación de las proteínas y la 
escisión proteolítica pueden modular la función proteica. 

8. Distintas técnicas pueden separar las proteínas de acuerdo con sus 
diferencias de masa. Describa el uso de dos de estas técnicas, la cen- 
trifugación y la electroforesis en gel. Las proteínas de la sangre, trans- 
ferrina (PM 76 kDa) y lisozima (PM 15 kDa), pueden separarse me- 
diante centrifugación zonal por velocidad o por electroforesis en gel 
de poliacrilamida-SDS. ¿Cuál de las dos proteínas sedimentará más 
rápido durante la centrifugación? ¿Cuál migrará más rápido durante 
la electroforesis? 

9. La cromatografía es un método analítico empleado para separar las 
proteínas. Describa los principios para separar las proteínas por filtra- 

ción en gel, intercambio iónico y cromatografía de afinidad. 

10. Se han desarrollado varios métodos para detectar proteínas. Descri- 
ba de qué manera se pueden emplear los radioisótopos y la radioauto- 

grafía para marcar y detectar las proteínas. ¿De qué manera detecta las 
proteínas el Western blotting? 

11. Con frecuencia, se emplean métodos físicos para determinar la con- 

formación de las proteínas. Describa de qué manera la cristalografía de 
rayos X, la microscopia crioelectrónica y la espectroscopia por RMN 

pueden usarse para determinar la forma de las proteínas. ¿Cuáles son 
las ventajas y desventajas de cada método? ¿Cuál es mejor para las pro- 

teínas pequeñas? ¿Y para las proteínas grandes? ¿Y para los ensambles 

macromoleculares enormes? 

12. La espectrometría de masas es una herramienta poderosa en la 

proteómica. ¿Cuáles son las cuatro características clave de un espec- 


irómetro de masas? Deseri 
irometro de masas? Describa brevemente de qué manera la MALDI 


poro al en gel de poliacrilamida (PAGE-2D) 
odrían usarse para identific: í 
poc arse para identificar una proteína expresada en células can- 
cerosas pero no en células sanas normales 


y la electroforesis bidimension 


Análisis de los datos 

l. Hermosos modelos de macromoléculas, como proteínas y áci- 
dos nucleicos, se generan a partir de archivos de coordenadas ató- 
micos obtenidos habitualmente a partir de la difracción de rayos X 
de mestraS cristalizadas o del análisis por RMN de las moléculas 
en a El Protein Data Bank (PDB) es un depósito accesible 
al público de archivos de coordenadas atómicos macromoleculares 
a los que pueden accederse en línea en http://www.rcsb.org. Acceda 
al PDB y familiarícese con su página de inicio. ¿Cuántas estructuras 
moleculares contiene hoy? ¿Cuál es la “Molécula del Mes”? Descargue 
un archivo coordinado para la proteasa de serina quimotripsina te- 
cleando el código de acceso “1ACB” en el casillero de búsqueda. Esto 
lo llevará a una página que describe la estructura cristalográfica de 
rayos X de un complejo entre la quimotripsina or bovina y la pequeña 
proteína inhibidora seudosustrato eglina-c. ¿Cuándo y en qué revista 
se publicó el estudio que informó acerca de este modelo estructural? 
Haga clic en el enlace “descargar archivo”, seleccione “archivo PDB 
(Texto)” y descargue el archivo “1ACB.pdb”. Este es un archivo de 
coordenadas atómicas (.pdb) que especifica las posiciones relativas 
de cada átomo en este complejo proteico según se determinó en for- 
ma experimental mediante cristalografía de rayos X. Abra el archivo 
en un visor de texto o en un procesador de palabras y mire su forma- 
to. Los primeros varios cientos de líneas contienen información de 
los antecedentes, incluidos los nombres de las moléculas, sus fuentes 
naturales, el modo en que fueron preparadas para el experimento, 
análisis estadísticos de la calidad del modelo e información biblio- 
gráfica. Finalmente, llegará a una larga lista de líneas, cada una de las 
cuales comienzan con “ATOM”. Estas son las coordenadas que forman 
una lista por número atómico, tipo de átomo, tipo de aminoácido y 
número de cadenas. Cada una de las líneas “ATOM” finaliza con cinco 
números que representan la posición atómica en un eje x, y, z, su “gra- 
do de ocupación” y su “factor térmico”. Cierre el archivo y descargue 
el programa para visualizar el modelo molecular. Hay muchos, tales 
como RasMol, ¡Mol, Swiss-PDB Viewer y PyMol, que pueden descar- 
garse gratuitamente con fines educativos. Abra el archivo 1ACB.pdb y 
gírelo alrededor en el visor. ¿Puede identificar la proteasa? ¿Y la pro- 


teína inhibidora? ¿Puede encontrar el sitio activo de la enzima? ¿Qué 


otras observaciones puede hacer acerca de las proteasas de serina a 


partir del modelo de este complejo inactivado? 

2. La proteómica involucra el análisis global de la expresión de las pro- 
teínas. En un enfoque, todas las proteínas de las células control y trata- 
das se extrajeron y posteriormente se separaron empleando electrofo- 
resis bidimensional en gel. Por lo general, cientos O miles de manchas 
proteicas se resuelven y los niveles en estado estacionario de cada pro- 
teína se comparan entre las células control y las células tratadas. En el 


solo unas pocas manchas proteicas se muestran para 


siguiente ejemplo, 
la primera dimensión sobre 


simplificar. Las proteínas se separaron en 
la base de la carga mediante isoelectroenfoque (pH 4-10) y luego se se- 
pararon por tamaño mediante electroforesis en gel de poliacrilamida- 
SDS. Las proteínas fueron detectadas por un colorante como el azul de 


Coomassie y se les asignó números para identificarlas. 


a. Las células se trataron con una droga (“Droga 1”) o perma- 
necieron sin tratar (“Control”) y luego se extrajeron y separaron las 
proteínas mediante electroforesis en gel en dos dimensiones. Los geles 
teñidos se muestran más abajo. ¿Qué puede concluir acerca del efecto 
de la droga en los niveles sobre las proteínas 1-7 en estado estacionario? 


Control 


b. Usted sospecha que la droga puede inducir una proteína-cinasa 
y, por lo tanto, repite el experimento de la parte (a) en presencia de 
32p-fosfato inorgánico marcado. En este experimento, los geles bi- 
dimensionales se exponen a una película de rayos X para detectar la 
presencia de proteínas marcadas con 32p. Las películas de rayos X se 
muestran más abajo. ¿Qué concluye a partir de este experimento acerca 
del efecto de la droga en las proteínas 1-7? 


Control 


c. Para determinar la localización celular de las proteínas 1-7, las 
células de la parte (a) fueron separadas en fracciones nuclear y cito- 
plasmática mediante centrifugación diferencial. Se corrieron geles bidi- 
mensionales y los geles teñidos se muestran más abajo. ¿Qué concluye 
acerca de la localización celular de las proteínas 1-7? 


Control 


Nuclear Citoplasmático 
4 pH 10 4 pH 10 
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d. Resuma las propiedades generales de las protemas 1-2, comba 


nando los datos de las partes (a), (b) y (c). Describa de qué manera 


podría determinar la identidad de cualquiera de las proteinas. 


+ Droga 


Citoplasmático 
4 pH 10 


Nuclear 
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Fotomicrografía electrónica de transmisión coloreada de una unidad 
de transcripción del RNA ribosómico de un ovocito de Xenopus. La 
transcripción procede de izquierda a derecha y los complejos de ribonucleo- 
proteína naciente (rRNP) que crecen en longitud a medida que cada molécula 
de RNA polimerasa | sucesiva se mueve a lo largo del molde de DNA en el 
centro. En este preparado, cada rRNP está orientada por encima o por debajo 
de la hebra central del DNA que se está transcribiendo, tal que la forma general 
es similar a la de una pluma. En el núcleo de una célula viva, las IRNP nacientes 


se extienden en todas las direcciones, como un cepillo de madera. (Profesor Oscar 
L Miller/Biblioteca Fotográfica de Science.) 


terruptores moleculares, catalizadores celulares y componentes de las 

estructuras celulares se describió en el Capítulo 3. En este capítulo 
consideraremos de qué manera se sintetizan las proteínas, así como otros 
procesos celulares críticos para la supervivencia del organismo y de su 
descendencia. Nuestro foco estará puesto en las moléculas vitales conoci- 
das como ácidos nucleicos y de qué manera finalmente ellos son respon- 
sables de gobernar todo el funcionamiento celular, Como se presentaron 
en el Capítulo 2, los ácidos nucleicos son polímeros lineales de nucleóti- 
dos (véanse las Figs. 2-13, 2-16 y 2-17). Estas macromoléculas (1) contie- 
nen, en la secuencia precisa de sus nucleótidos, la información para deter- 
minar la secuencia de aminoácidos y así la estructura y función de todas 
las proteínas de una célula, (2) son componentes funcionales críticos de 
las fábricas macromoleculares que seleccionan y alinean los aminoácidos 
en el orden correcto, a medida que se sintetiza la cadena polipeptídica, (3) 
catalizan un número de reacciones químicas fundamentales en las Erin 
que incluyen la formación de enlaces peptídicos entre los aminoácidos 
durante la síntesis proteica y (4) regulan la expresión de los genes. 


| a extraordinaria versatilidad de las proteínas como maquinarias e in- 
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CAPÍTULO 


Mecanismos genéticos 
moleculares 


El ácido desoxirribonucleico (DNA) es una molécula que con- 
tiene, en la secuencia de sus nucleótidos, la información requerida 
para construir todas las proteínas necesarias de un organismo y así, 
las células y tejidos de ese organismo. Es idealmente apta para des- 
empeñar esta función a nivel molecular. Químicamente, es extraor- 
dinariamente estable en la mayoría de las condiciones terrestres, lo 
cual queda ejemplificado por la capacidad de recuperar la secuencia 
de DNA de huesos y tejidos que tienen decenas de miles de años. A 
raíz de esto, y dados los mecanismos de reparación que operan en las 
células vivas, los largos polímeros que constituyen una molécula de 
DNA pueden tener una secuencia de hasta 10? nucleótidos. Virtual- 
mente toda la información requerida para el desarrollo de un óvulo 
humano fertilizado en un adulto constituido por billones de células 
con funciones especializadas, puede almacenarse en la secuencia de 
los cuatro tipos de nucleótidos, que constituyen hasta los = 3 x 10? 
pares de bases del genoma humano. Dados los principios del apa- 
reamiento de bases analizados a continuación, la información se co- 
pia con rapidez con una tasa de error < 1 cada 10? nucleótidos por 


4.5 Replicación del DNA 145 
4.6 Reparación y recombinación del DNA 151 


4.7 Los virus: los parásitos del sistema genético celular 160 


generación. La exacta replicación de esta información en cualquier 
especie asegura su continuidad genética de una generación a otra, 
y resulta crítica para el desarrollo normal de un individuo. Cumple 
estas funciones tan bien que el DNA es la fuente de la información 
genética en todas las formas de vida conocidas (con exclusión de los 
virus de RNA que se limitan a genomas muy cortos, por la inestabi- 
lidad relativa del RNA comparado con el DNA, como veremos más 
adelante). El descubrimiento de que virtualmente todas las formas 
de vida emplean DNA para codificar su información genética, y tam- 
bién emplean un código genético casi idéntico, implica que todas las 
formas de vida descienden de un ancestro común, basado en el alma- 
cenamiento de información en las secuencias de ácido nucleico. Se 
accede a esta información y se la replica mediante el apareamiento 
específico de bases entre los nucleótidos. La información almacenada 
en el DNA se distribuye en unidades de herencia conocidas como ge- 
nes, que controlan rasgos identificables de un organismo. En el pro- 
ceso de transcripción, la información almacenada en el DNA se copia 
al ácido ribonucleico (RNA) que tiene tres funciones distintas en las 
síntesis de las proteínas. 

Porciones de la secuencia nucleotídica del DNA se copian a las 
moléculas de RNA mensajero (mRNA) que dirigen la síntesis de una 
proteína específica. La secuencia de nucleótidos de una molécula de 
mRNA, contiene información que especifica el orden correcto de 
los aminoácidos durante la síntesis de una proteína. El ensamblaje 
notablemente preciso, gradual, de los aminoácidos en las proteínas, 
ocurre por la traducción del mRNA. En este proceso, la secuencia 
de nucleótidos de una molécula de mRNA es “leída” por un segundo 
tipo de RNA, llamado RNA de transferencia (tRNA) con ayuda de 
un tercer tipo de RNA, el RNA ribosómico (rRNA), y sus proteínas 
asociadas. A medida que los aminoácidos correctos se colocan en se- 
cuencia por acción de los tRNA, se unen mediante enlaces peptídicos 
para formar proteínas. La síntesis de RNA se llama transcripción, 
porque “el lenguaje” de la secuencia de nucleótidos del DNA se copia 
con precisión, o se transcribe, a la secuencia de nucleótidos de una 
molécula de RNA. Se dice que la síntesis de proteínas es una traduc- 
ción, porque el “lenguaje” de la secuencia de nucleótidos del DNA y 
del RNA, se traduce al “lenguaje” de la secuencia de aminoácidos de 
las proteínas. 

El descubrimiento de la estructura del DNA en 1953, y la elu- 
cidación del modo en que el DNA dirige la síntesis de RNA que 
luego dirige el ensamblaje de proteínas —en el llamado dogma cen- 
tral- fueron logros monumentales que marcaron los inicios de la 
biología molecular. Sin embargo, la representación simplificada del 
dogma central DNA > RNA > proteína, no refleja el papel de las 
proteínas en la síntesis de los ácidos nucleicos. Más aún, como se 
analizó aquí para las bacterias, y en capítulos posteriores para los 
eucariontes, las proteínas son responsables en gran medida de la 
regulación de la expresión génica, el proceso completo por el cual la 
información codificada en el DNA se decodifica a las proteínas en 
las células adecuadas, en los momentos adecuados del desarrollo. 
Como consecuencia, la hemoglobina se expresa solamente en las 
células de la médula ósea (reticulocitos) destinados a convertirse 
en hematíes circulantes (eritrocitos), y las neuronas en desarrollo 
hacen sus sinapsis adecuadas (conexiones) con otras 10!' neuronas 
en desarrollo del cerebro humano. Los procesos genéticos molecu- 
lares fundamentales de la replicación, transcripción y traducción 
del DNA deben llevarse a cabo con extraordinaria fidelidad, rapidez 
y regulación precisa, para el desarrollo normal de los organismos 
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y eucariondes. Foster sa logra 


tan complejos como lo son procartonte: 
mediante procesos químicos que operan con extraordmarta preci 

sión acoplada con múltiples etapas de puntos de control, o mecani 

mos de vigilancia, que ponen a prueba si los pasos criticos de estos 
procesos han ocurrido correctamente, antes de que se inicie el paso 
siguiente. Esta expresión muy regulada de los genes, necesaria para 
el desarrollo de un organismo multicclular, requiere la integración 
de información proveniente de señales enviadas por células distan. 
tes en el organismo en desarrollo, así como de células cercanas y un 
programa de desarrollo intrínseco determinado por pasos tempra- 
nos en la embriogénesis, tomados por los progenitores de esa célula. 
Toda esta regulación depende de secuencias control en el DNA que 
funcionan mediante proteínas llamadas factores de transcripción que 
coordinan la expresión de cada gen. Las secuencias de RNA que ana- 
lizamos en el Capítulo 8 que regulan el procesamiento y traducción 
del RNA, también están codificadas originariamente en el DNA. Los 
ácidos nucleicos funcionan como los “cerebros y el sistema nervioso 
central” de la célula, mientras que las proteínas ejecutan las funcio- 
nes que especifican. 

En este capítulo, reseñamos las estructuras y las propiedades del 
DNA y del RNA, y exploramos el modo en que las diferentes caracte- 
rísticas de cada tipo de ácido nucleico lo hacen apto para sus respec- 
tivas funciones celulares. En las siguientes secciones, analizamos los 
procesos básicos que se resumen en la Figura 4-1: la transcripción del 
DNA a precursores del RNA, el procesamiento de estos precursores 
para constituir moléculas funcionales de RNA, la traducción de los 
mRNA a proteínas y la replicación del DNA. Las proteínas regulan la 
estructura celular y la mayoría de las reacciones bioquímicas de las 
células, de modo que consideramos en primer término el modo en 
que las secuencias de aminoácidos de las proteínas, que determinan 
las estructuras tridimensionales y de esta forma, sus funciones, están 
codificadas en el DNA y se traducen. Después de resumir las funcio- 
nes del mRNA, del tRNA y del rRNA en la síntesis proteica, presen- 
tamos una descripción detallada de los componentes y de los pasos 
bioquímicos de la traducción. La comprensión de este proceso nos da 
una profunda apreciación de la necesidad de copiar la secuencia de 
nucleótidos del DNA con precisión, Como consecuencia, considera- 
mos luego los problemas moleculares implicados en la replicación del 
DNA y la maquinaria celular compleja para asegurar un copiado pre- 
ciso del material genético. A lo largo del camino, comparamos estos 
procesos en los procariontes y en los eucariontes. La siguiente sección 
describe la forma en que se repara el daño al DNA y de qué mane- 
ra las diferentes regiones de las moléculas de DNA se intercambian 
en el proceso de recombinación para generar nuevas combinaciones 
de características de los organismos individuales de una especie. La 
sección final del capítulo presenta información básica acerca de los 
virus, los parásitos que explotan la maquinaria celular para la replica- 
ción, transcripción y síntesis proteica del DNA. Además de ser pató- 
genos, los virus son organismos modelo importantes para el estudio 
de estos mecanismos celulares para la síntesis macromolecular y otros 
procesos celulares. Los virus tienen estructuras relativamente simples 
comparadas con las células, y genomas pequeños que los hicieron 
manejables para los primeros estudios históricos de estos procesos 
celulares básicos. Los virus continúan enseñándonos importantes 
lecciones en biología celular molecular, se han adaptado como herra- 
mientas experimentales para introducir cualquier gen deseado en las 
células y constituyen herramientas que en la actualidad están siendo 
probadas por su efectividad en la terapia génica en los seres humanos. 
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FIGURA 4-1 Generalidades de cuatro procesos genéticos moleculares 
básicos. En este capítulo cubrimos los tres procesos que llevan a la producción 
de las proteínas (HI - EJ) y el proceso para la replicación del DNA (43), Dado que los 
virus utilizan la maquinaria de la célula huésped, han sido modelos importantes 
para estudiar estos procesos. Durante la transcripción de un gen codificante de 
una proteína por la RNA polimerasa (EI), el código de DNA de cuatro bases a 
especifica la secuencia de aminoácidos de una proteína se copia . se transcri e 

a un RNA mensajero precursor (pre-mRNA) por lapolimernzación e monó- 
meros de ribonucleósido trifosfato (INTP). La eliminación de las ra no l 
codificantes y otras modificaciones del pre-mRNA (EJ), e A Ñ 
como procesamiento del RNA, producen un MmMRNA funcional que es transp 


4.1 Estructura de los ácidos nucleicos 
El DNA y el RNA son muy similares químicamente. Las 
primarias de ambos son polímeros lineales compuestos por monó- 
meros llamados nucleótidos. Ambos funcionan principalmente a 
moléculas de información, que llevan ésta en la exacta 220 e sus 
nucleótidos. Los RNA celulares tienen una longitud que Sr e 
menos de 100 a muchos miles de nucleótidos. Las molécu eN se 
celular pueden tener una longitud de hasta varios a em Sm 
de nucleótidos. Estas grandes unidades de DNA asocia a con proteí 
nas pueden teñirse con colorantes Y verse al microscopio ptico como 
cromosomas, llamados así por Su capacidad de teñirse. de En si- 
milares desde el punto de vista químico, el DNA y paa 
algunas diferencias muy importantes. Por ejemplo, e tam : n 
puede funcionar como una molécula catalítica. Como dic pa as 
propiedades diferentes y únicas del DNA y del RNA Sl _ .% acen 
adecuados para desempeñar sus papeles específicos en las células. 
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al citoplasma. Durante la traducción (EJ), el código de cuatro bases del mRNA se 
decodifica al lenguaje de 20 aminoácidos de las proteínas. Los ribosomas, las 
máquinas moleculares que traducen el código del mRNA, están compuestos por 
dos subunidades ensambladas en el nucléolo a partir de los RNA ribosómicos 
(RNA) y múltiples proteínas (izquierda). Después del transporte al citoplasma, 

las subunidades ribosómicas se asocian con un mRNA y llevan a cabo la síntesis 
proteica con ayuda de los RNA de transferencia (tRNA) y varios factores de 
traducción. Durante la replicación del DNA (BJ), que ocurre solo en las células que 
se preparan para la división, los monómeros de desoxirribonucleósido trifosfato 
(dNTP) se polimerizan para dar dos copias idénticas de cada molécula de DNA 
cromosómico. Cada célula hija recibe una de las copias idénticas. 


Una hebra de ácido nucleico es un polímero lineal 
con una direccionalidad extremo a extremo 


En todos los organismos, el DNA y el RNA están cada uno formado 
sólo por cuatro nucleótidos diferentes. Recuerde, del Capítulo 2, que 
todos los nucleótidos consisten en una base orgánica ligada a un azúcar 
de cinco carbonos, que tiene un grupo fosfato unido al carbono 5. En 
el RNA, el azúcar es una ribosa; en el DNA, una desoxirribosa (véase la 
Fig. 2-16). Los nucleótidos empleados en la síntesis del DNA y el RNA 
contienen cinco bases diferentes, Las bases adenina (A) y guanina (G) 
son purinas, que contienen un par de anillos fusionados; las bases cito- 
sina (C), timina (T) y uracilo (U) son pirimidinas, con un anillo simple 
(véase la Fig. 2-17). Tres de estas bases —A, G y C- se encuentran tanto 
en el DNA como en el RNA; sin embargo, la T se encuentra sólo en el 
DNA y el U sólo en el RNA. (Nótese que las abreviaturas con una única 
letra para estas bases también se emplean, por lo común, para denotar 
los nucleótidos completos en los polímeros de ácidos nucleicos.) 
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FIGURA 4-2 Direccionalidad química de una hebra de ácido nucleico. Se 
muestran aquí representaciones alternativas de un DNA de hebra simple que 
contiene solo tres bases: citosina (C), adenina (A) y guanina (G). (a) La estructu- 
ra química muestra un grupo hidroxilo en el extremo 3'y un grupo fosfato en 
el extremo 5: Note también que dos enlaces fosfoéster unen nucleótidos ad- 
yacentes; este enlace de doble ligadura comúnmente se conoce como enlace 
fosfodiéster. (b) En el diagrama de “palillos” (arriba), los azúcares están indicados 
como líneas verticales y los enlaces fosfodiéster como líneas diagonales; las 
bases se indican por su abreviatura con una sola letra. En la representación 
más simple (abajo), solo se indican las bases. Por convención, siempre se 
escribe una secuencia de polinucleótidos en la dirección 5' > 3'(de izquierda 


a derecha) a menos que se indique de otra manera. 


Una hebra de ácido nucleico simple tiene un esqueleto com- 
puesto de unidades pentosa-fosfato repetidas, a partir de las cuales 
se extienden las bases púricas y pirimídicas como grupos laterales. 
Al igual que un polipéptido, una hebra de ácido nucleico tiene una 
orientación química de un extremo hacia otro: el extremo 5” tiene 
un grupo hidroxilo o fosfato en el carbono 5' de su azúcar terminal; 
el extremo 3' habitualmente tiene un grupo hidroxilo en el carbono 
3” de su azúcar terminal (Fig. 4-2). Esta direccionalidad, sumada al 
hecho de que la síntesis procede en dirección 5” a 3” ha dado lugar a 
la convención de que las secuencias de polinucleótidos se escriben 
y leen en la dirección 5 > 3 (de izquierda a derecha); por ejem- 
plo, la secuencia AUG se supone que es (5) AUG(3”). Como veremos 
aquí, la direccionalidad 5” > 3” de una hebra de ácido nucleico es 
una propiedad importante de la molécula. La unión química entre 
nucleótidos adyacentes, llamada comúnmente enlace fosfodiéster, 
consiste en realidad en dos enlaces fosfoéster, uno en el lado 5” del 


fosfato y otro en el lado 3”. 
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La secuencia lineal de los nucleótidos unidos por los enlaces fos. 


fodiéster, constituye la estructura primaria de los ácidos nucleicos. Al 
igual que los polipéptidos, los polinucleótidos pueden enrollarse y 
plegarse en conformaciones tridimensionales estabilizadas por enlaces 
no covalentes. Aunque las estructuras primarias del DNA y del RNA 
generalmente son similares, sus conformaciones tridimensionales son 
bastante diferentes. Estas diferencias estructurales son críticas para las 
distintas funciones de los dos tipos de ácidos nucleicos. 


El DNA nativo es una doble hélice de hebras 
antiparalelas complementarias 


La era moderna de la biología molecular se inició en 1953, cuando 
James D. Watson y Francis H. C. Crick propusieron que el DNA tiene 
una estructura de doble hélice. Su propuesta se basó sobre análisis de 
patrones de difracción de rayos X de fibras de DNA, generados por 
Rosalind Franklin y Maurice Wilkins, que mostraron que la estructura 
era helicoidal, y los análisis de la composición de bases del DNA de 
múltiples organismos, hechos por Erwin Chargaff y sus colegas. Los 
estudios de Chargaff mostraron que mientras que la composición de 
bases (porcentaje de A, T, G y C) varía en gran medida entre orga- 
nismos poco relacionados, en todos los organismos el porcentaje de 
A siempre es igual al porcentaje de T, y el porcentaje de G siempre 
es igual al porcentaje de C. Sobre la base de estos descubrimientos y 
las estructuras de los cuatro nucleótidos, Watson y Crick construyeron 
cuidadosamente un modelo molecular proponiendo una doble héli- 
ce, donde siempre A estaba unida por puentes de hidrógeno a T, y G 
siempre estaba unida por puentes de hidrógeno a C, en el eje de la 
doble hélice. El modelo de Watson y Crick probó ser correcto, e inició 
el camino de nuestra comprensión moderna del funcionamiento del 
DNA como material genético. En la actualidad, nuestros modelos más 
precisos acerca de la estructura del DNA provienen de estudios de di- 
fracción de rayos X de alta resolución, de cristales de DNA que fueron 
posibles merced a la síntesis química de grandes cantidades de molé- 
culas cortas de DNA de longitud y secuencia uniforme, susceptibles de 
ser cristalizadas (Fig. 4-3a). 

El DNA consiste en dos hebras de polinucleótidos asociados, que 
se enrollan juntas para formar una doble hélice. Los dos esqueletos de 
azúcar-fosfato están en el exterior de la doble hélice y las bases se pro- 
yectan al interior. Las bases enfrentadas de cada hebra se apilan una 
sobre otra en planos paralelos (Fig. 4-3a). La orientación de las dos he- 
bras es antiparalela; es decir, sus direcciones 5” > 3” son opuestas. Las 
hebras se mantienen unidas con precisión por la formación de pares 
de bases entre las dos hebras: A se aparea con T mediante dos puentes 
de hidrógeno; G se aparea con C mediante tres puentes de hidrógeno 
(Fig. 4-3b). Esta complementariedad entre los pares de bases es con- 
secuencia del tamaño, la forma y la composición química de las bases. 
La presencia de miles de estos puentes de hidrógeno en la molécula de 
DNA contribuye en gran medida a la estabilidad de la doble hélice. Las 
interacciones hidrofóbicas y de van der Waals entre los pares de bases 
adyacentes, apiladas, estabilizan adicionalmente la estructura de la do- 
ble hélice. 

En el DNA natural, la A siempre forma puentes de hidrógeno con la 
T y la G siempre los forma con la C, constituyendo pares de bases AT 
y G:C, según se muestra en la Figura 4-3b. Estas asociaciones, siempé 
entre una purina más grande y una pirimidina más pequeña, se llaman 
con frecuencia pares de bases de Watson-Crick. Las dos hebras de poli: 
nucleótidos, o regiones, en las cuales todos los nucleótidos forman estos 


(a) 


pares de bases se dice que son complementarias. Sin embargo, en teo- 
ría y en los DNA sintéticos, se pueden formar otros pares de bases. Por 
ejemplo, la guanina (una purina) teóricamente podría formar puentes 
de hidrógeno con la timina (una pirimidina) provocando sólo una dis- 
torsión menor de la hélice. El espacio disponible en la hélice también 
permitiría el apareamiento entre las dos pirimidinas, citosina y timina. 
Si bien normalmente los pares de bases no estándar G-T y C-T no se 
encuentran en el DNA, los pares de bases G-U son bastante comunes en 
las regiones de doble hélice que se forman en el RNA, que por lo demás, 
es monocatenario. Los pares de bases no estándar no surgen en forma 
natural en los dúplex de DNA, porque la enzima que copia el DNA, que 
se describe más adelante en este capítulo, no lo permite. 

La mayoría del DNA de las células es una hélice dextrógira. El pa- 
trón de difracción de rayos X del DNA indica que las bases apiladas 
están espaciadas regularmente a 0,34 nm de distancia a lo largo del 
eje de la hélice. La hélice da un giro completo cada 3,4 nm a 3,6 nm, 
dependiendo de la secuencia; así, hay aproximadamente entre 10 y 10,5 
pares de bases por vuelta. Esto se conoce Como la forma B del DNA, 
la forma normal presente en la mayoría de los tramos de DNA de las 
células. En la parte externa de la forma B del DNA, los espacios entre 
las hebras enroscadas forman dos surcos helicoidales de diferente an- 
cho, que se conocen como el surco mayor y el surco menor (véase la Fig. 
4-3a). En consecuencia, los átomos que se encuentran en los bordes de 
cada base dentro de estos surcos son accesibles desde el exterior de la 
hélice formando dos tipos de superficies de unión. Las proteínas que se 
unen al DNA pueden “leer” la secuencia de bases en el dúplex de DNA, 
contactando con los átomos de los surcos mayor O menor. 

En condiciones de laboratorio en las cuales la mayor parte del agua 
se elimina del DNA, la estructura cristalográfica de esta molécula cam- 


FIGURA 4-3 La doble hélice de DNA. (3) Modelo espacial 
del DNA B, la forma más común de DNA celular. Las bases 
(sombreado en color claro) se proyectan hacia el interior 
desde los esqueletos azúcar-carbono (rojo oscuro y azul) de 
cada hebra, pero sus bordes son accesibles a través de los 
surcos mayor y menor. Las flechas indican la dirección 5" 3' 
de cada hebra. Los puentes de hidrógeno entre las bases se 
encuentran en el centro de la estructura. Los surcos mayor y 
menor están tapizados por donantes y aceptores poten- 
ciales de puentes de hidrógeno (marcados en amarillo). (D) 
Estructura química de la doble hélice de DNA. Este esquema 
extendido muestra los dos esqueletos azúcar-fosfato y los 
puentes de hidrógeno entre los pares de bases de Watson- 
Crick A-T y G<C. (Parte [a] adaptada de R. Wing y cols. 1980, Mature 287 755 
Parte [b] adaptada de R. E. Dickerson, 1983, 5c1 An, 249:-94 ) 


bia a la forma A, que es más ancha y más corta que la forma B, con un 
surco mayor más ancho y profundo y un surco menor menos profun- 
do y más estrecho (Fig. 4-4). En las células e in vitro, existen hélices 
RNA-DNA y RNA-RNA de esta forma. 


(a) BDNA (b) A DNA 


FIGURA 4-4 Comparación de las formas A y B del DNA. Los esqueletos 
azúcar-fosfato de las dos hebras que se encuentran en el exterior de ambas 
estructuras se muestran en rojo y en azul; las bases (sombreados más claros) 
se orientan hacia el interior. (a) La forma B del DNA tiene = 10,5 pares de bases 
pan glo de la hélice. Los pares de bases apilados adyacentes están auna 
distancia de 0,34 nm. (b) La forma A más compacta del DNA tiene 11 pares de 
bases por giro, con un surco mayor mucho más profundo y un surco menor 
mucho menos profundo que la forma B del DNA. 
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Como resultado de la unión de las proteínas a secuencias específi- 
cas de DNA, se producen importantes modificaciones en la estructura 
de la forma estándar B del DNA. Aunque la multitud de enlaces hidro- 
fóbicos y puentes de hidrógeno entre las bases proporciona estabilidad 
a la molécula de DNA, la doble hélice es flexible a lo largo de su eje lon- 
gitudinal. A diferencia de la hélice Q: de las proteínas (véase la Fig. 3-4), 
no hay puentes de hidrógeno paralelos al eje de la hélice de DNA. Esta 
propiedad permite que el DNA se curve cuando forma un complejo 
con una proteína capaz de unirse a él (Fig. 4-5). La curvatura del DNA 
es crítica para el empaquetamiento denso del DNA en la cromatina, el 
complejo proteína-DNA, en el cual se presenta el DNA nuclear en las 
células eucariontes (Cap. 6). 

¿Por qué el DNA evolucionó para ser el portador de la información 
genética en las células y no el RNA? El hidrógeno en posición 2” en la 
desoxirribosa del DNA lo hace mucho más estable como molécula que 
el RNA, que en lugar de ello, tiene un grupo hidroxilo en la posición 2” 
de la ribosa (véase la Fig. 2-16). Los grupos 2”-hidroxilo del RNA parti- 
cipan en la hidrólisis lenta, catalizada por OH- de los enlaces fosfodiés- 
ter a pH neutro (Fig. 4-6). La ausencia de grupos 2-hidroxilo en el DNA 
evita este proceso. Por lo tanto, la presencia de desoxirribosa en el DNA 
lo hace una molécula más estable —una característica crítica para su fun- 
ción en el almacenamiento de la información genética a largo plazo-—. 


El DNA puede sufrir una separación reversible 
de las hebras 


Durante la replicación y transcripción del DNA, las hebras de la doble 
hélice deben separarse para permitir que las caras internas de las bases 
se apareen con las bases de los nucleótidos que están polimerizándose 
en nuevas cadenas polinucleotídicas. En secciones posteriores, descri- 
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FIGURA 4-6 Hidrólisis del RNA catalizada por las bases. El grupo 2'hidro- 
, lo gel RNA puede actuar como un nucleóflo, que ataca el enlace fosfodiéster. 


Y rergado monofostaro 2.3. chico es adicionalmente hidrolizado a una Mez- 
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Proteína que se une a la caja TATA 


FIGURA 4-5 La interacción con las proteínas puede curvar el DNA. 

El dominio C-terminal conservado de la proteína que se une a la caja TATA 
(TBP) se une al surco menor de secuencias específicas del DNA ricas en A y T, 
desenroscando y curvando profundamente la doble hélice. La transcripción 
de la mayoría de los genes eucariontes requiere de la participación de la TBP. 
(Adaptado de D, B. Nikolov y S. K. Burley, 1997, Proc. Narl Acad. Sci. USA 94:15) 


biremos los mecanismos celulares que separan y luego vuelven a aso- 
ciar las hebras de DNA, durante la replicación y la transcripción. Aquí, 
analizaremos los factores fundamentales que influencian la separación 
y la nueva asociación de las hebras de DNA. Estas propiedades del DNA 
fueron esclarecidas mediante experimentos in vitro. 
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FIGURA EXPERIMENTAL 4-7 El contenido G-C afecta la temperatura de 
fusión. La temperatura a la cual el DNA se desnaturaliza se incrementa con 
la proporción de pares GC. (a) La fusión del DNA de doble hebra puede ser 
controlada mediante la absorción de luz ultravioleta a 260 nm. A medida que 
las regiones de doble hebra del DNA se desaparean, la absorción de la luz en 
esas regiones se aumenta a casi el doble. La temperatura a la cual la mitad de 


El desenrollamiento y la separación de las hebras del DNA, pro- 
ceso conocido como desnaturalización, o “fusión”, pueden inducirse 
en forma experimental al aumentar la temperatura de una solución de 
DNA. A medida que aumenta la energía térmica, el incremento resul- 
tante en el movimiento de las moléculas finalmente rompe los puentes 
de hidrógeno y las otras fuerzas que estabilizan la doble hélice; luego se 
separan las hebras, y se apartan por la repulsión electrostática del es- 
queleto negativamente cargado de desoxirribosa-fosfato de cada hebra. 
Próximo a la temperatura de desnaturalización, un pequeño incremen- 
to de temperatura provoca una pérdida rápida, casi simultánea, de las 
múltiples interacciones débiles que mantienen unidas a las hebras a lo 
largo de toda la longitud de la molécula de DNA. Dado que las bases 
apiladas en el dúplex de DNA absorben menos luz ultravioleta (UV) 
que las bases no apiladas en el DNA de una sola hebra, esto lleva a un 
incremento abrupto en la absorción de la luz UV, un fenómeno cono- 
cido como efecto hipercrómico (Fig. 4-74). 

La temperatura de fusión (T.) a la cual las hebras de DNA se sepa- 
ran, depende de varios factores. Las moléculas que contienen una ma- 
yor proporción de pares G-C requieren temperaturas más elevadas para 
desnaturalizarse, porque los tres puentes de hidrógeno en los pares G:C 
hacen a estos pares de bases más estables que a los pares AL, que tienen 
solo dos puentes de hidrógeno. De hecho, el porcentaje de pares de 
bases G-C en una muestra de DNA puede estimarse a partir de su T., 
(Fig. 4-7b). La concentración iónica también influencia la T,,, porque 
los grupos fosfato, de carga negativa, de las dos hebras están protegidos 
por iones con carga positiva. Cuando la concentración iónica es baja 
este escudo disminuye, aumentando así las fuerzas de repulsión entre 
las hebras y reduciendo la T,,. Los agentes que desestabilizan los puen- 
tes de hidrógeno, como la formamida o la urea, también disminuyen la 
T.,. Finalmente, los pH extremos desnaturalizan el DNA a baja tempe- 
ratura. A pH bajo (ácido), las bases se protonan y así se cargan positi- 
vamente, repeliéndose unas a otras. A pH elevado (alcalino), las bases 
pierden protones y se cargan negativamente, 
entre sí a raíz de la carga similar. En las células, 


repeliéndose nuevamente 
el pH y la temperatura 
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las bases en una muestra de DNA de doble hebra se ha desnaturalizado se de- 
nota con 7, (que significa "temperatura de fusión”). La absorción de la luz por 
el DNA de una sola hebra cambia mucho menos a medida que la temperatura 
se incrementa. (b) La 7, es una función del contenido de G-C del DNA; cuanto 
mayor sea el porcentaje de G+C, mayor será la 7... 


se mantienen en su mayor parte. Estas características de la separación 
del DNA son muy útiles para manipular el DNA en el laboratorio. 

Las moléculas de DNA monocatenarias resultantes de la desna- 
turalización, forman espirales al azar sin una estructura organizada. 
Cuando se baja la temperatura, se aumenta la concentración iónica o 
se neutraliza el pH, las dos hebras complementarias se reasocian en 
una doble hélice perfecta. El grado de esta renaturalización depende 
del tiempo, la concentración de DNA y la concentración iónica. Dos 
hebras de DNA que no están relacionadas en su secuencia permanece- 
rán como espirales al azar y no se renaturalizarán; lo que es aún más 
importante, no impedirán que hebras complementarias se encuentren 
y se renaturalicen. La desnaturalización y renaturalización del DNA 
son la base de la hibridación de los ácidos nucleicos, una poderosa 
técnica empleada para estudiar el grado de parentesco de dos muestras 
de DNA, y para detectar y aislar moléculas específicas de DNA en una 


mezcla que contenga numerosas secuencias diferentes de éste (véase la 
Fig. 5-16). 


El estrés de torsión del DNA se alivia por acción 
enzimática 


Muchos DNA del genoma bacteriano y muchos DNA virales son mo- 
léculas circulares, Las moléculas de DNA circular también existen en 
las mitocondrias presentes en casi todas las células eucariontes y en los 
cloroplastos de las plantas y en algunos eucariontes unicelulares. 

Cada una de las dos hebras de una molécula de DNA circular forma 
una estructura cerrada sin extremos libres. El desenrollamiento locali- 
zado de una molécula de DNA circular, que tiene lugar durante la repli- 
cación del DNA, induce un estrés de torsión en el resto de la molécula, 
porque los extremos de las hebras no tienen libertad de rotación. Como 
resultado de ello, la molécula de DNA se enrolla sobre sí misma como 
una banda elástica retorcida, formando superenrollamientos (Fig. 
4-84). En otras palabras, cuando parte de la hélice de DNA se desen- 
rolla, se introducen superenrollamientos dextrógiros en la molécula de 
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FIGURA EXPERIMENTAL 4-8 
La topoisomerasa | alivia el estrés de torsión del 
DNA. (a) Fotomicrografíla electrónica del DNA viral del 
SV40. Cuando se aísla y se separa el DNA circular del 
virus SV40 de su proteína asociada, el dúplex del DNA 
se desenrolla y asume la configuración superenrollada, 
(b) Si un DNA superenrollado tiene una muesca (es 
decir, una hebra se corta) las hebras pueden volver 
a enrollarse, lo que lleva a la pérdida del superenro- 
llamiento. La topolsomerasa | cataliza esta reacción y 
también vuelve a sellar los extremos cortados. Todo el 
superenrollamiento en el DNA aislado del SV40 puede 
eliminarse mediante la acción secuencial de esta 
enzima, produciendo una conformación de círculo 
relajado. Por claridad, las formas de las moléculas en la 
parte inferior se han simplificado. 
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DNA circular, como aparece en la Figura 4-8a. Sin embargo, las células 
bacterianas y eucariontes contienen topoisomerasa 1, que puede aliviar 
cualquier estrés de torsión que se desarrolle en las moléculas de DNA 
celular durante la replicación u otros procesos. Esta enzima se une al 
DNA en sitios al azar, y rompe un enlace fosfodiéster en una hebra. 
Este corte en una hebra del DNA se denomina muesca. El extremo roto 
luego se enrolla alrededor de la hebra que no se ha cortado, llevando a 
la pérdida de los superenrollamientos (Fig. 4-8b). Finalmente, la mis- 
ma enzima une (liga) los dos extremos de la hebra rota. Otro tipo de 
enzima, la topoisomerasa II, hace cortes en ambas hebras de un DNA de 
doble hebra y luego vuelve a unirlas. Como resultado, la topoisomerasa 
II puede tanto aliviar el estrés de torsión como unir dos moléculas de 
DNA circulares, tal como en los eslabones de una cadena. 

Aunque el DNA nuclear de los eucariontes es lineal, grandes bucles 
de DNA están fijos en su lugar dentro de los cromosomas (Cap. 6). De 
este modo, el estrés de torsión y la formación consecuente del superen- 
rollamiento, también podrían ocurrir durante la replicación del DNA 
nuclear. Como sucede con las bacterias, la abundante topoisomerasa l 
de los núcleos eucariontes alivia cualquier estrés de torsión, que podría 
desarrollarse en ausencia de esta enzima, en el DNA nuclear. 


Diferentes tipos de RNA muestran varias 
conformaciones relacionadas con sus funciones 


La estructura primaria del RNA, en general, es similar a la del DNA 
con dos excepciones: el azúcar componente del RNA, la ribosa, tiene 
un grupo hidroxilo en la posición 2” (véase la Fig. 2-16b) y la timina 
del DNA es reemplazada por el uracilo del RNA. La presencia de ti- 
mina en lugar de uracilo en el DNA es importante para la estabilidad 
a largo plazo de éste por su función en la reparación del DNA (véase 


Es a cil a e 
la Sección 4.7). Como se indicó previamente, el grupo hidroxilo en el 
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C 2” de la ribosa, vuelve al RNA más lábil químicamente que el DNA. 
Como resultado de esta labilidad, el RNA se segmenta en mononucleó- 
tidos en solución alcalina (véase la Fig. 4-6), mientras que el DNA no 
lo hace. El hidroxilo del C 2* del RNA también proporciona un grupo 
químicamente reactivo que participa en la catálisis mediada por RNA. 
Al igual que el DNA, el RNA es un polinucléotido largo, que puede ser 
de doble hebra o de una sola hebra, lineal o circular. También puede 
participar en una hélice híbrida compuesta por una hebra de RNA y una 
de DNA. Como se analizó previamente, las dobles hélices RNA-RNA y 
RNA-DNA tienen una conformación compacta como la forma A del 
DNA (véase la Fig. 4-4b). 

A diferencia del DNA, que existe principalmente como una doble 
hélice muy larga, la mayoría de los RNA celulares son de una sola hebra 
y muestran una variedad de conformaciones (Fig. 4-9). Las diferencias 
de tamaño y conformación de los distintos tipos de RNA les permiten 
desempeñar funciones específicas en una Célula. Las estructuras Se- 
cundarias más simples de los RNA monocatenarios se forman por el 
apareamiento de bases complementarias. Se generan “horquillas” por 
el apareamiento de bases con una longitud de = 5-10 nucleótidos cada 
una y “tallo-bucles” por apareamiento de bases que se encuentran sepa- 
radas desde > 10 a varios cientos de nucleótidos. Estos simples pliegues 
pueden cooperar para formar estructuras terciarias más complicadas, 
una de las cuales se denomina “seudonudo”. 

Como se analizará en detalle más adelante, las moléculas de 
RNA adoptan una arquitectura tridimensional bien definida en 
solución, que resulta crucial para la síntesis proteica. Las moléculas 
de rRNA más grandes también tienen estructuras tridimensiona- 


les locales bien definidas, con conectores más flexibles entre ellos. 
También se han reconocido estructur 


as secundarias y terciarias en 
el mRNA, e y 


n particular cerca de los extremos de las moléculas. Cla- 
ramente entonces, las moléculas de RNA son como las proteína» 
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FIGURA 4-9 Estructuras secundaria y terciaria del RNA. (a) Tallos-bucles, 
horquillas y otras estructuras secundarias que pueden formarse por aparea- 
miento de bases entre segmentos complementarios distantes de una molécula 
de RNA. En los tallos-bucles, el bucle de una sola hebra entre el tallo helicoidal 
apareado por las bases puede tener cientos o incluso miles de nucleótidos de 
longitud, mientras que en las horquillas el giro corto puede contener desde 
tan pocos nucleótidos como solamente cuatro. (b) Los seudonudos, un tipo de 
estructura terciaria del DNA, se forman por interacción de bucles secundarios 
por medio del apareamiento de bases entre bases complementarias. La es- 
tructura mostrada forma el dominio central del RNA de la telomerasa humana. 
Izquierda: diagrama de la estructura secundaria con nucleótidos apareados por 
las bases en verde y azul y regiones de una sola hebra en rojo. Medio: secuencia 
del dominio central de la telomerasa de RNA; los colores corresponden al 
diagrama de la estructura secundaria de la izquierda. Derecha: diagrama de la 
estructura del dominio central de la telomerasa determinado por RMN-2D, que 


pareadas y Un tubo para el esqueleto azúcar- 
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en el sentido de que tienen dominios estructurados conectados por 


tramos menos estructurados, flexibles. 
Los dominios plegados de las moléculas de RNA no solo son estruc- 


turalmente análogos a las hélices O. y las hebras Pues Sencnentan En 
las proteínas, sino que —en algunos casos- también tienen capacidad 
catalítica. Estos RNA catalíticos se llaman ribozimas. Aunque las ribozi- 
mas habitualmente se asocian con proteínas que estabilizan su estructu- 
ra, el que actúa como catalizador es el RNA. Algunas ribozimas pueden 
catalizar el corte y empalme, un proceso notable en el cual una secuen- 
cia de RNA interna se corta y elimina, y las dos cadenas resultantes lue- 
80 se unen. Este proceso Ocurre durante la formación de la mayoría de 
las moléculas funcionales de mRNA en los eucariontes multicelulares, 
y también en los eucariontes unicelulares como las levaduras, las bac- 


terias y las arqueobacterias. Resulta notable que algunos RNA lleven a 
cabo el autocorte y empalme y en ellos la actividad catalítica reside en la 
secuencia eliminada. Los mecanismos de corte y empalme y auto-corte 
y empalme se analizan con detalle en el Capítulo 8. Como se verá más 
adelante en este capítulo, el rRNA desempeña una función catalítica en 
la formación de enlaces peptídicos durante la síntesis proteica. 

En este capítulo nos centraremos en las funciones del mRNA, el 
(RNA y el rRNA en la expresión génica. En capítulos posteriores en- 
contraremos otros RNA, asociados con frecuencia con proteínas, que 
participan en otras funciones celulares. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 4.1 
Estructura de los ácidos nucleicos 


- El ácido desoxirribonucleico (DNA), el material genético, lleva la in- 
formación para especificar las secuencias de aminoácidos de las pro- 
teínas. Se transcribe a varios tipos de ácido ribonucleico (RNA) que 
incluyen el RNA mensajero (mRNA), el RNA de transferencia (tRNA) y 
el RNA ribosómico (rRNA), que funcionan en la síntesis proteica (véa- 
se la Fig. 4-1). 


* Todos los DNA y la mayoría de los RNA son polímeros largos no ra- 
mificados de nucleótidos que consisten en una pentosa fosforilada liga- 
da a una base orgánica, ya sea una purina o una pirimidina. 


* Las purinas adenina (A) y guanina (G) y la pirimidina citosina (C) están 
presentes tanto en el DNA como en el RNA. La pirimidina timina (T), pre- 
sente en el DNA, es reemplazada por la pirimidina uracilo (U) en el RNA. 


* Los nucleótidos adyacentes en un polinucleótido están unidos por en- 
laces fosfodiéster. La hebra completa tiene una direccionalidad química 
con los extremos 5” y 3” (véase la Fig. 4-2). 


* El DNA natural (DNA B) contiene dos hebras de polinucleótidos anti- 
paralelas complementarias enrolladas juntas en una doble hélice regular 
dextrógira, con las bases en el interior y los dos esqueletos azúcar-fosfato 
en el exterior (véase la Fig. 4-3). El apareamiento de bases entre las hebras 
y las interacciones hidrofóbicas entre los pares de bases adyacentes api- 
ladas perpendiculares al eje de la hélice estabilizan su estructura nativa. 


* Las bases de los ácidos nucleicos pueden interactuar vía los puentes 
de hidrógeno. Los pares de bases estándar de Watson-Crick son G-C, 
A-T (en el DNA) y G:C, A-U (en el RNA). El apareamiento de bases 
estabiliza las estructuras tridimensionales nativas del DNA y el RNA. 


* La unión de las proteínas al DNA puede deformar su estructura heli- 
coidal, provocando la curvatura local o el desenrollamiento de la mo- 
lécula del DNA. 


* El calor hace que las hebras del DNA se separen (desnaturalicen). La 
temperatura de fusión en T,, del DNA aumenta con el porcentaje de 
pares de bases G-C. En condiciones adecuadas, las hebras de ácidos nu- 
cleicos complementarias separadas se renaturalizarán. 


* Las moléculas de DNA circular pueden enrollarse sobre sí mismas, 
formando superenrollamientos (véase la Fig. 4-8). Las enzimas llama- 
das topoisomerasas pueden aliviar el estrés de torsión y eliminar las 
superespirales de las moléculas de DNA circular. El DNA lineal largo 
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también puede experimentar estrés de torsión dado que los bucles 
grandes están fijos en su lugar dentro de los cromosomas. 


* Los RNA celulares son polinucleótidos de hebra simple, parte de los 
cuales formarán estructuras secundarias y terciarias bien definidas (véase 
la Fig. 4-9). Algunos RNA, llamados ribozimas, tienen actividad catalítica. 


4.2 Transcripción de los genes que codifican 
proteínas y formación de mRNA funcional 


La definición más simple de gen es “unidad de DNA que contiene la 
información para especificar la síntesis de una única cadena polipeptí- 
dica o de un RNA funcional (como un tRNA)”. Las moléculas de DNA 
de los virus pequeños contienen solo unos pocos genes, mientras que 
la molécula de DNA individual de cada cromosoma de los animales 
superiores y las plantas puede contener varios miles de genes. La gran 
mayoría de los genes lleva información para sintetizar moléculas de 
proteína y son las copias de RNA de estos genes que codifican proteínas 
las que constituyen las moléculas de mRNA de las células. 

Durante la síntesis de RNA, el lenguaje de cuatro bases del DNA 
que contiene A, G, C y T se copia de manera simple, o se transcribe, 
al lenguaje de cuatro bases del RNA, que es idéntico excepto en el he- 
cho de que el U reemplaza a la T. Por el contrario, durante la síntesis 
proteica, el lenguaje de cuatro bases del DNA y el RNA se traduce al 
lenguaje de veinte aminoácidos de las proteínas. En esta sección nos 
centramos en la formación de mRNA funcionales a partir de genes 
codificantes para proteínas (véase la Fig. 4-1, paso E). Un proceso 
similar da precursores de los rRNA y los tRNA codificados por los 
genes de rTRNA y tRNA; estos precursores luego se modifican para dar 
moléculas funcionales de rRNA y tRNA (Cap. 8). De modo similar, 
miles de micro RNA (miRNA) que regulan la traducción de mRNA 
diana específicos se transcriben a precursores por acción de las RNA 
polimerasas, y se procesan a miRNA funcionales (Cap. 8). Otros RNA 
que no codifican proteínas (o simplemente “no codificantes”) ayudan 
a regular la transcripción de los genes que codifican para proteínas 
específicas. La regulación de la transcripción permite que diferentes 
conjuntos de genes se expresen en los múltiples tipos diferentes de 
células que constituyen un organismo multicelular. Permite también 
que diferentes cantidades de mRNA se transcriban a partir de dife- 
rentes genes, dando como resultado diferencias en las cantidades de 
proteínas codificadas en una célula. La regulación de la transcripción 
se trata en el Capítulo 7. 


Una hebra molde de DNA se transcribe a una 
cadena complementaria de RNA por la RNA 
polimerasa 


Durante la transcripción del DNA, una cadena de DNA actúa como 
molde, lo que determina el orden en el cual se polimerizarán los mo- 
nómeros de ribonucleósido trifosfato (rNTP) para formar una cadena 
complementaria de RNA. Las bases en la hebra molde de DNA se apa- 
rean con las bases complementarias en los rINTP entrantes, que luego 
se unen en una reacción de polimerización catalizada por la RNA po- 
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limerasa. La polimerización implica un ataque nucleofílico por el oxí 
geno 3” en la cadena creciente de RNA sobre el fostato (£ del siguiente 
nucleótido precursor que será añadido, dando como resultado la for- 
mación de un enlace fosfodiéster y la liberación de pirofostato (PP). 
Como consecuencia de este mecanismo, las moléculas de RNA siempre 
se sintetizan en la dirección 5 > 3' (Fig. 4-10a). 

El balance energético de la reacción de polimerización, rápidamente 
favorece la adición de ribonucléotidos a la cadena de RNA creciente, por- 
que la alta energía de enlace entre los fosfatos Ol y B de los monómeros de 
rNTP, es reemplazada por el enlace fosfodiéster de más baja energía, que 
se forma entre los nucleótidos. El equilibrio de la reacción es conducido 
hacia adelante en sentido de la elongación de la cadena por la pirofosfata- 
sa, una enzima que cataliza la escisión del PP; liberado en dos moléculas 
de fosfato inorgánico. Al igual que las dos hebras del DNA, la hebra de 
DNA molde y la hebra creciente de RNA que se aparea mediante sus 
bases a ella tienen una direccionalidad opuesta 5 > 3. 

Por convención, el sitio sobre el DNA en el cual comienza la 
transcripción de la RNA polimerasa se designa como +1 (Fig. 4-10b). 
Corriente abajo denota la dirección en la cual se transcribe la hebra 
del DNA molde; corriente arriba denota la dirección opuesta. Las po- 
siciones de los nucleótidos en la secuencia de DNA corriente abajo 
a partir de un sitio de iniciación se indican con un signo positivo 
(+); las que se encuentran corriente arriba, con un signo negativo (-). 
Dado que el RNA se sintetiza 5” > 3' la RNA polimerasa se mueve 
a lo largo de la hebra molde de DNA en dirección 3” > 5”. El RNA 
recién sintetizado es complementario a la hebra molde de DNA; por 
lo tanto, es idéntico a la cadena de DNA que no sirve de molde, pero 
con uracilo en lugar de timina. 


Etapas de la transcripción Para llevar a cabo la transcripción, la RNA 
polimerasa desempeña varias funciones distintas, como se muestra en 
la Figura 4-11. Durante la iniciación de la transcripción, la RNA poli- 
merasa, con ayuda de los factores de iniciación que se comentarán más 
tarde, reconoce y se une a un sitio específico llamado el promotor, pre- 
sente en el DNA de doble hebra (paso ld. Después de la unión, la RNA 
polimerasa y los factores de iniciación separan las hebras de DNA para 
que las bases de la hebra molde queden disponibles para aparearse con 
las bases de los ribonucleósido trifosfatos que polimerizarán. Las RNA 
polimerasas y los factores de iniciación luego desnaturalizan 12 a 14 
pares de bases del DNA vecino al sitio de iniciación de la transcripción, 
que se localiza sobre la hebra molde, dentro de la región promotora 
(paso EJ). Esto permite que la hebra molde entre al sitio activo de la 
enzima que cataliza la formación del enlace fosfodiéster entre los ribo- 
nucleótido trifosfatos, que son complementarios con la hebra molde 
del promotor, en el sitio de iniciación de la transcripción. La región 
de 12 a 14 pares de bases del DNA desnaturalizado la polimerasa se 
conoce como burbuja de transcripción. La iniciación de la transcripción 
se considera completa cuando los primeros dos ribonucleótidos de la 
cadena del RNA se encuentran unidos mediante un enlace fosfodiéster 
(paso E. 

Después de que se han polimerizado varios ribonucleótidos, la 
RNA polimerasa se disocia del DNA promotor y los factores gene- 
rales de la transcripción. Durante la etapa de elongación de la hebra, 
la RNA polimerasa se mueve a lo largo del DNA molde, una base por 
vez, abriendo el DNA de doble hebra frente a su dirección de avance y 
guiando a las hebras juntas de modo tal que se hibriden en el extremo 
corriente arriba de la burbuja de transcripción (Fig. 4-11, paso EJ). se 
añade un ribonucleótido a la vez al extremo 3' de la cadena de RNA 
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creciente (naciente) durante la clongación de la hebra por acción de la 
polimerasa. La enzima mantiene una región desnaturalizada de apro- 
ximadamente catorce pares de bases en la burbuja de transcripción. 
Aproximadamente ocho nucleótidos en el extremo 3” de la hebra cre- 
ciente de RNA permanecen aparcados con las bases a la hebra molde 
del DNA en la burbuja de transcripción. El complejo de elongación 
que comprende la RNA polimerasa, el molde de DNA y la cadena cre- 
ciente (naciente) de RNA es muy estable. Por ejemplo, la RNA polime- 
rasa transcribe el gen de mamífero más largo conocido que contiene 
aproximadamente dos millones de pares de bases, sin disociarse del 
DNA molde ni liberar el RNA naciente. La síntesis del RNA ocurre a 
una velocidad de aproximadamente 1 000 nucleótidos por minuto a 
37 *C, de modo tal que el complejo de elongación debe permanecer 
intacto durante más de 24 horas para asegurar la síntesis continuada 
del pre-mRNA para este gen tan largo. 


FIGURA 4-10 El RNA se sintetiza 5' > 3* (a) Polimerización de los ribonu- 
cleótidos por la RNA polimerasa durante la transcripción. El ribonucleótido que 
debe ser añadido en el extremo 3'de una hebra de RNA creciente es especif- 
cado por el apareamiento de bases entre la siguiente base en la hebra molde 
de DNA y el ribonucleósido trifosfato (rNTP) entrante complementario. Se 
forma un enlace fosfodiéster cuando la RNA polimerasa cataliza una reacción 
entre el O 3'de la hebra creciente y el fosfato a de un rNTP correctamente apa- 
reado por sus bases. Las hebras de RNA siempre se sintetizan en la dirección 5' 
> 3 y tienen polaridad opuesta a sus hebras molde de DNA. (b) Convenciones 
para describir la transcripción de RNA, Arriba: el nucleótido de DNA en el que la 
RNA polimerasa inicia la transcripción se designa +1. La dirección en que la po- 
limerasa viaja sobre el DNA es “corriente abajo”, y las bases se marcan con nú- 
meros positivos. La dirección opuesta es “corriente arriba” y las bases se marcan 
con números negativos. Algunas características importantes de los genes se 
encuentran corriente arriba del sitio de iniciación de la transcripción, incluida 

la secuencia promotora que reconoce la RNA polimerasa en el gen. (Abajo) La 
hebra de DNA que está transcribiéndose es la hebra molde; su complemento, 
la hebra no molde. El RNA que está sintetizándose es complementario a la he- 
bra molde, y por lo tanto idéntico a la secuencia de la hebra no molde, excepto 
con uracilo en lugar de timina. (Parte (b] adaptada de Grifiths y cols, Modern Genetic Analysis, 
2d ed, W. H. Freeman and Company) 
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FIGURA 4-11 Las tres etapas de la transcripción. Durante 
la iniciación de la transcripción, la RNA polimerasa forma una 
burbuja de transcripción y comienza la polimerización de los 
ribonucleótidos (rNTP) en el sitio de iniciación, que se localiza 
dentro de la región promotora. Una vez que una región de 
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La terminación se produce cuando la polimerasa se encuentra 
con una secuencia de terminación específica (sitio de deten- 
ción). Véase el texto para detalles. Por simplicidad, el diagrama 
muestra la transcripción de cuatro giros de la doble hélice que 
codifica = 40 nucleótidos de RNA. La mayoría de los RNA son 
considerablemente más largos y requieren la transcripción de 
una región del DNA más larga. 
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Durante la terminación de la transcripción, la etapa final de la síntesis 
del RNA, se libera la molécula completa de RNA desde la RNA poli- 
merasa y la enzima se disocia del DNA molde (Fig. 4-11, paso BJ). Una 
vez liberada, la RNA polimerasa es libre de transcribir el mismo gen 
nuevamente u otro gen. 


Estructura de las RNA polimerasas Las RNA polimerasas de las bac- 
terias, arqueobacterias y células eucariontes son fundamentalmente 
similares en su estructura y función. Las polimerasas de los RNA bac- 
terianos están compuestas por dos subunidades grandes relacionadas 
(B' y B), dos copias de una subunidad más pequeña (0) y una copia 
de una quinta subunidad (6) que no es esencial para la transcripción 
o la viabilidad celular, pero que estabiliza la enzima y asiste en el en- 
samblado de sus subunidades. Las RNA polimerasas de las arqueo- 


126 CAPÍTULO 4 » Mecanismos genéticos moleculares 


bacterias y los eucariontes tienen varias subunidades pequeñas adi- 
cionales, asociadas con este complejo central, que describiremos en el 
Capítulo 7. Los diagramas esquemáticos del proceso de transcripción, 
generalmente muestran una RNA polimerasa unida a una molécula 
de DNA no curvada, como se muestra en la Figura 4-11. Sin embargo, 
la cristalografía de rayos X y otros estudios de una RNA polimerasa 


bacteriana en elongación, indican que el DNA se curva en la burbuja 
de transcripción (Fig. 4-12). 


La organización de los genes difiere en el DNA 
procarionte y eucarionte 


Habiendo resumido el proceso de la transcripción, ahora conside- 
raremos brevemente la disposición a gran escala de la información 
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e RNA bacteriano. Ésta estructura Corres- 
ponde a la molécula de polimerasa en la fase de elongación (paso Le de la 
Figura 4-11. En estos diagramas, la transcripción avanza hacia la Pes mó 
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Ccodificante es roja y la no codificante, azul; el RNA naciente es verde. qa 
subunidad de la RNA polimerasa B'es dorada, la subunidad PB es gris A | 
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espacial del complejo de elongación visto desde un ángulo que na n as 
en la curvatura del DNA cuando este pasa a través de la polimerasa. El com 
plejo de elongación está rotado en el diagrama inferior, como se prddó 
las proteinas se han representado en su mayor pare transparentes e q 
muestren la estructura de la burbuja de transcripción dentro de la po imerasa 
Que no se ve en el modelo espacial. Se añaden nucleótidos A 
al DNA molde al extremo 3'de la hebra naciente de RNA (a la izquierda). 
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en el DNA y de qué manera esta disposición dicta los requisitos para 
la síntesis del RNA, de modo tal que la transferencia de la informa- 
ción se produzca facilmente. En años recientes, la secuenciación de 
genomas completos de múltiples organismos ha revelado no solo 
grandes variaciones en el número de genes que codifican proteínas 
sino también diferencias en sus organizaciones en las bacterias y en 
los eucariontes. 

La disposición más común de los genes que codifican proteínas 
en todas las bacterias, tiene una lógica poderosa y atractiva: los ge- 
nes que codifican proteínas que funcionan juntas, por ejemplo las 
enzimas necesarias para sintetizar el aminoácido triptófano, con fre- 
cuencia se encuentran contiguos en el DNA. Esta disposición de los 
genes en un grupo funcional se llama operón porque opera como una 
unidad a partir de un único promotor. La transcripción de un operón 
produce una hebra continua de mRNA, que lleva el mensaje para una 
serie de proteínas relacionadas (Fig. 4-13a). Cada sección del mRNA 
representa la unidad (o gen) que codifica una de las proteínas de la 
serie. Esta disposición resulta en la expresión coordinada de todos los 
genes del operón. Cada vez que una molécula de RNA polimerasa 
inicia la transcripción en el promotor del operón, todos los genes del 
operón se transcriben y se traducen. En el DNA procarionte, los genes 
están íntimamente empaquetados, con muy pocos huecos no codifi- 
cantes, y el DNA se transcribe en forma directa al mRNA. Dado que 
en los procariontes el DNA no está separado en un núcleo, los riboso- 
mas tienen acceso inmediato a los sitios de iniciación de la traducción 
en el mRNA, a medida que emergen desde la superficie de la RNA 
polimerasa. En consecuencia, la traducción del mRNA comienza aun 
cuando el extremo 3” del mRNA todavía está siendo sintetizado en el 
sitio activo de la RNA polimerasa. 

Este agrupamiento económico de genes dedicados a una función 
metabólica única no ocurre en los eucariontes, ni siquiera en los más 
simples como las levaduras, que pueden ser metabólicamente simila- 
res a las bacterias. En lugar de esto, los genes eucariontes que codifi- 
can proteínas que funcionan en conjunto, con frecuencia se encuen- 
tran físicamente separados en el DNA; de hecho, tales genes por lo 
general se localizan en diferentes cromosomas. Cada gen se transcribe 
con su propio promotor, que produce un mRNA que generalmente se 
traduce para producir un único polipéptido (Fig. 4-13b). 

Cuando los investigadores compararon por primera vez las se- 
cuencias de nucleótidos de los mRNA eucariontes de organismos 
multicelulares con las secuencias de los DNA que los codificaban, se 
sorprendieron al encontrar que la secuencia codificante de proteínas 
ininterrumpida de un mRNA dado era discontinua en su sección co- 
rrespondiente de DNA. Concluyeron que los genes eucariontes eran 
fragmentos de secuencias codificantes, los exones, separados por 
segmentos que no codificaban proteínas, los intrones. Este hallazgo 
sorprendente, implicó que los intrones se eliminan del transcrip- 
to primario inicial largo —la copia de RNA de la secuencia de DNA 
transcripta completa— y los exones restantes se cortan y empalman 
juntos para producir los mRNA eucariontes. 

Si bien los intrones son comunes en los eucariontes multicelulares, 
son extremadamente raros en las bacterias y en las arqueobacterias y 
poco comunes en muchos eucariontes unicelulares como la levadura 
común. Sin embargo, los intrones están presentes en el DNA de los 
virus que infectan las células eucariontes. De hecho, la presencia de in- 
trones fue descubierta en estos virus, cuyo DNA es transcripto por las 
enzimas de las células del huésped. 
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FIGURA 4-13 Organización de los genes en procariontes y eucariontes. 
(a) El operón de triptófano (trp) es un segmento continuo del cromosoma de 
E. coli que contiene cinco genes (en azul) que codifican las enzimas necesarias 
para la síntesis consecutiva del triptófano. Todo el operón se transcribe a partir 
de un promotor en un mRNA de trp continuo (en rojo). La traducción de este 
MRNA comienza en cinco sitios de iniciación distintos, que resulta en cinco 
proteínas (verde). El orden de los genes en el genoma bacteriano va en parale- 


Los mRNA precursores eucariontes son procesados 
para formar mRNA funcionales 


En las bacterias, que no tienen núcleo, la traducción de un mRNA a pro- 
teína puede comenzar desde el extremo 5” del ácido nucleico, aun cuan- 
do el extremo 3” todavía esté siendo sintetizado por la RNA polimerasa. 
En otras palabras, en las bacterias, la transcripción y la traducción ocu- 
rren simultáneamente. Sin embargo, en los eucariontes no solo el sitio 
de la síntesis de RNA —el núcleo— está separado del sitio de la traducción 
—el citoplasma-, sino que los transcriptos primarios de los genes que co- 
difican proteínas son mRNA precursores (pre-mRNA) que deben sufrir 
varias modificaciones, conocidas en conjunto como procesamiento del 
RNA, para dar como resultado RNA funcionales (véase la Fig. 4-1, paso 
El). Luego, estos mRNA deben exportarse al citoplasma antes de que 
puedan traducirse a proteínas. Así, en las células eucariontes, la trans- 
cripción y la traducción no pueden ocurrir simultáneamente. 

Todos los pre-mRNA eucariontes inicialmente se modifican en los 
dos extremos, y estas modificaciones se mantienen en los mRNA. A 
medida que el extremo 5' de una cadena naciente de RNA surge de 
la «uperficic de la RNA polimerasa, es modificado de inmediato por 
varias enzimas que, en conjunto, sintetizan el casquete 5, un 7-metil- 
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lo con la función secuencial de las proteínas codificadas en la vía del triptófano. 
(b) Los cinco genes que codifican las enzimas requeridas para la síntesis del 
triptófano en una levadura (Saccharomyces cerevisiae) están en cuatros cromo- 
somas diferentes. Cada gen es transcripto a partir de su propio promotor para 
dar un transcripto primario procesado en un mRNA que codifica una única 


proteína. Las longitudes de los distintos cromosomas se expresan en kilobases 
(103 bases). 


guanilato que está conectado al nucleótido terminal del RNA por un 
enlace inusual 5,5” trifosfato (Fig. 4-14). El casquete protege al mRNA 
de la degradación enzimática y lo ayuda a ser exportado al citoplasma. 
El casquete también está unido por un factor proteico necesario para 
comenzar la traducción en el citoplasma. 

El procesamiento en el extremo 3” de un pre-mRNA implica la es- 
cisión por una endonucleasa para producir un grupo hidroxilo 3” libre, 
al cual se añade una secuencia de residuos de ácido adenílico, uno 
la vez por una enzima llamada poli(A) polimerasa. La cola de poli(A) 
resultante contiene 100-250 bases, que es más corta en las levaduras 
y los invertebrados que en los vertebrados. La poli(A) polimerasa es 
parte de un complejo de proteínas que pueden localizar y escindir un 
transcripto en un sitio específico, y luego añadir el número correcto de 
residuos de A en un proceso que no requiere un molde. 

Otro paso en el procesamiento de muchas moléculas de mRNA en 
eucariontes es el corte y empalme (procesamiento) del RNA: el corte 
interno de un transcrito para eliminar los intrones y unir los exones CO- 
dificantes. La Figura 4-15 resume los pasos básicos en el procesamiento 
del mRNA eucarionte, empleando al gen de globina fB como ejemplo. En 
el Capítulo 8 examinamos la maquinaria celular necesaria para llevar 2 
cabo el procesamiento del mRNA, así como la del tRNA y el rRNA. 
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FIGURA 4-14 Estructura del casquete 5'metilado. Las características 
químicas que distinguen al casquete 5'metnlado del MRNA eucarionte 30n (1) 
el enlace 5 5'de 7-metilguanilato al nucleótido inicial de la molécula de 
MRNA y (2) el grupo metilo del 2'hidroxilo de la ribosa del primer nucleónido 
(base 1). Estas características ocurren en todas las células animales y en las 
células de las plantas superiores; las levaduras carecen del grupo metilo en el 
nucleótido 1. La ribosa del segundo nucleótido (base 2) también está menlada 
en los vertebrados. (Véase A ) Shatkin, 1976, Cell 9645) 


Los mRNA eucariontes funcionales, producidos por el procesa- 
miento del RNA, retienen regiones no codificantes conocidas como 
regiones no traducidas (RNT) en cada extremo. En los mRNA de mamí- 
fero, las RNT 5” pueden ser de 100 o más nucleótidos y las RNT 3' pue- 
den tener varias kilobases de longitud. Los mRNA bacterianos también 
tienen habitualmente RNT 5” y 3” pero éstas son mucho más cortas que 
las de los mRNA eucariontes, y generalmente contienen menos de 10 
nucleótidos. 


El corte y empalme alternativo de RNA aumenta el 
número de proteínas expresadas por un único gen 
eucarionte 


A diferencia de lo que ocurre con los genes de las bacterias y de las 
arqueobacterias, la gran mayoría de los genes en los eucariontes supe- 
riores multicelulares contienen múltiples intrones. Como se indicó en 
el Capítulo 3, muchas proteínas de eucariontes superiores tienen una 
estructura terciaria multidominio (véase la Fig. 3-11). Los dominios 
proteicos repetidos individuales, con frecuencia están codificados por 
un exón o un pequeño número de exones que codifican para secuen- 
cias de aminoácidos idénticas, o casi idénticas. Se piensa que estos exo- 


FIGURA 4-15 Generalidades del procesamiento del RNA. El procesamien- 
to del RNA produce mRNA funcional en los eucariontes. El gen de globina B 
contiene tres exones que codifican proteínas (que constituyen la región codi- 
ficante, en rojo) y dos intrones interpuestos no codificantes (azul). Los intrones 
interrumpen la secuencia que codifica para proteínas entre los codones para 
los aminoácidos 31 y 32 y 105 y 106. La transcripción de los genes codifican- 
tes para proteínas eucariontes se inicia antes de la secuencia que codifica el 
primer aminoácido y se extiende más allá de la secuencia que codifica para el 
último aminoácido, dando como resultado regiones no codificantes (en gris) 
en los extremos del transcripto primario. Estas regiones no traducidas (RNT) se 
retienen durante el procesamiento. El casquete 5'(m? Gppp) se añade durante 
la formación del transcripto primario de RNA que se extiende más allá del sitio 
poli(A). Después de la escisión en el sitio de poli(A) y la adición de múltiples re- 
siduos de A en el extremo 3; el corte y empalme elimina los intrones y une los 
exones. Los números pequeños hacen alusión a las posiciones en la secuencia 
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Gen de fibronectina 
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FIGURA 4-16 Corte y empalme alternativo. El gen de fibronectina de = 75 

kb (arriba) contiene múltiples exones; el corte y empalme de la fibronectina va- 
ría según el tipo celular. Los exones ElIIB y ENIA (en verde) codifican dominios de 
unión para proteínas específicas sobre la superficie de los Ñibroblastos. El mRNA 


nes repetidos han evolucionado por la duplicación accidental múltiple 
de segmento de DNA, que se encontraba entre dos sitios en intrones 
adyacentes, lo cual dio como resultado la inserción de una secuencia de 
exones repetidos, separados por intrones, entre los dos intrones origi- 
nales. La presencia de múltiples intrones en muchos genes eucariontes, 
permite la expresión de múltiples proteínas relacionadas a partir de un 
único gen por medio del corte y empalme alternativo (splicing). En 
los eucariontes superiores, el corte y empalme alternativo es un me- 
canismo importante para la producción de diferentes formas de una 
proteína, llamadas isoformas, por diferentes tipos de células, 

La fibronectina, una proteína multidominio presente en los ma- 
míiferos, provee un buen ejemplo de corte y empalme alternativo (Fig. 
4-16). La fibronectina es una proteína larga, adhesiva, secretada al 
espacio extracelular, que puede unir otras proteínas. Qué une y dón- 
de se une depende de cuáles dominios se cortan y empalman entre 
sí. El gen de fibronectina contiene numerosos exones agrupados en 
diferentes regiones, que corresponden a dominios específicos de la 
proteína. Los fibroblastos producen mRNA de fibronectina que con- 
tienen los exones ENTIA y ENIB; estos exones codifican secuencias de 
aminoácidos que se unen estrechamente a las proteínas de la mem- 
brana plasmática del fibroblasto. En consecuencia, esta isoforma de la 
fibronectina adhiere los fibroblastos a la matriz extracelular. El corte 
y empalme alternativo del transcripto primario de la fibronectina de 
los hepatocitos, el principal tipo celular del hígado, produce mRNA 
que carece de los exones EITIA y ENIIB. El resultado es que la fibronec- 
tina secretada por los hepatocitos a la sangre no adhiere fuertemente 
a los fibroblastos o a la mayoría de los otros tipos celulares, permi- 
tiéndoles circular. Durante la formación de los coágulos sanguíneos, 
sin embargo, los dominios de la fibronectina de los hepatocitos que 
unen fibrina se une a la fibrina, uno de los principales constituyentes 
de los coágulos. Entonces, la fibronectina unida interactúa con las 
integrinas de la membrana de las plaquetas que pasan, expandiendo 
el coágulo por la adición de plaquetas. 

Se han identificado más de 20 isoformas distintas de fibronectina, 
cada una de ellas codificada por un mRNA distinto, cortado y empal- 
mado en forma alternativa, compuesto por una combinación única de 
exones de genes de fibronectina. La secuenciación de gran número de 
mRNA aislados de varios tejidos y la comparación de sus secuencias 
con el DNA genómico, ha revelado que casi el 90% de todos los genes 
humanos se expresan como mRNA cortado y empalmado en forma 
alternativa. 
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de fibronectina producido en los Áibroblastos incluye los exones EIIA y ElIIB en 
los que estos exones son eliminados del mRNA de fibronectina en los hepatoci- 
tos. En este diagrama, los intrones (líneas negras) no están dibujados a escala; la 
mayor parte de ellos son mucho más largos que cualquiera de los exones. 


Claramente, el corte y empalme alternativo del RNA expande en 
gran medida el número de proteínas codificadas por los genomas de 
organismos superiores multicelulares. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 4.2 


Transcripción de los genes que codifican proteínas 
y formación del mRNA funcional 


* La transcripción del DNA es llevada a cabo por la RNA polimerasa, 
que añade un ribonucleótido cada vez al extremo 3” terminal de una 
hebra creciente de RNA (véase la Fig. 4-11). La secuencia de la cadena 
molde de DNA determina el orden en el cual se polimerizan los ribo- 
nucleótidos para formar una cadena de RNA. 


* Durante la iniciación de la transcripción, la RNA polimerasa se une a 
un sitio específico en el DNA (el promotor), localmente separa el DNA de 
hebra doble para dejar la hebra molde no apareada y polimeriza los pri- 
meros dos nucleótidos complementarios a la hebra molde. La región se- 
parada de 12-14 pares de bases se conoce como burbuja de transcripción. 


* Durante la elongación de la hebra, la RNA polimerasa se mueve hacia 
abajo del DNA separando el DNA que se encuentra por delante de la 
polimerasa, de modo tal que la hebra molde puede entrar al sitio acti- 
vo de la enzima, y permitiendo que las hebras complementarias de la 
región se transcriban para volver a anillarse detrás de él. La burbuja 
de transcripción se mueve con la polimerasa a medida que la enzima 
añade ribonucleótidos complementarios a la hebra molde al extremo 3' 
terminal de la cadena creciente de RNA. 


* Cuando la RNA polimerasa alcanza una secuencia de terminación en 
el DNA, la enzima detiene la transcripción conduciendo a la liberación 
del RNA completo y a la disociación de la enzima desde el DNA molde. 


* En el DNA procarionte, varios genes que codifican proteínas nor- 
malmente están agrupados en una región funcional, un operón, que 
se transcribe a partir de un promotor único en un mRNA que codifica 
múltiples proteínas con funciones relacionadas (véase la Fig. 4-13a). 
La traducción de un mRNA bacteriano puede iniciarse antes de que la 
síntesis del mRNA se haya completado. 


* En el DNA eucarionte, cada gen que codifica proteínas se transcribe 
a partir de su propio promotor. Con frecuencia, el transcrito primario 
inicial contiene regiones no codificantes (intrones) interpuestas entre 
regiones codificantes (exones). 


+ Los transcriptos primarios eucariontes deben sufrir procesamientos 
del RNA para obtener RNA funcionales. Durante el procesamiento, los 
extremos de casi todos los transcriptos primarios de los genes que co- 
difican proteínas se modifican por la adición de un casquete 5” y una 
cola de poli(A). Los transcriptos de los genes que contienen intrones 
sufren corte y empalme, la eliminación de los intrones y la unión de los 
exones (véase la Fig. 4-15). 


* Los dominios individuales de las proteínas multidominio que se encuen- 
tran en los eucariontes superiores, con frecuencia son codificados por 
exones individuales o por un pequeño número de exones. Con frecuen- 
cia, distintas isoformas de estas proteínas se expresan en tipos celulares 
específicos, como resultado del corte y empalme alternativo de los exones. 


4.3 La decodificación de los mRNA por los tRNA 


Si bien el DNA almacena la información para la síntesis proteica y el 
mRNA lleva las instrucciones codificadas en el DNA, la mayoría de las 
actividades biológicas son realizadas por las proteínas. Como vimos 
en el Capítulo 3, el orden lineal de los aminoácidos de cada proteína 
determina su estructura tridimensional y su actividad. Por esta razón, 
el ensamblado de los aminoácidos en el orden correcto, tal como está 
codificado en el DNA, resulta crítico para la producción de proteínas 
funcionales y así para el adecuado funcionamiento de las células y de 
los organismos. 

La traducción es el proceso completo mediante el cual la secuencia 
de nucleótidos de un mRNA se usa como molde para unir los aminoá- 
cidos en una cadena polipeptídica en el orden correcto (véase la Fig. 
4-1, paso BJ). En las células eucariontes, la síntesis proteica ocurre en el 
citoplasma, lugar en que los tres tipos de moléculas de RNA se reúnen 
para desempeñar funciones distintas pero cooperativas (Fig. 4-17): 


1. ELRNA mensajero (mRNA) lleva la información genética transcrip- 
ta a partir del DNA en forma lineal. El mRNA se lee en conjuntos de se- 
cuencias de tres nucleótidos, llamadas codones, cada uno de los cuales 


especifica un aminoácido en particular. 


2. El RNA de transferencia (tRNA) es la clave para descifrar los codo- 
nes del mRNA. Cada tipo de aminoácido tiene su propio subconjunto 
de IRNAs que unen el aminoácido y lo llevan al extremo creciente de 
una cadena polipeptídica donde el siguiente codón del mRNA lo re- 
quiere. El ¡RNA adecuado, con su aminoácido unido, es seleccionado 
en cada paso, porque cada molécula de RNA específica contiene una 
secuencia de tres nucleótidos, un anticodón, que se aparea con las ba- 
ses de su codón complementario presente en el mRNA. 


3. El RNA ribosómico (rRNA) se asocia con un conjunto de proteínas 
para formar los ribosomas. Estas estructuras complejas que se mue- 
ven fisicamente a lo largo de una molécula de mRNA, catalizan el en- 
samblaje de los aminoácidos en las cadenas polipeptídicas. También 
unen IRNA y varias proteínas accesorias, necesarias para la síntesis 
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FIGURA 4-17 Los tres papeles del RNA en la síntesis proteica. El RNA 
mensajero (mRNA) se traduce a proteínas por la acción conjunta del RNA 

de transferencia (tRNA) y el ribosoma, que está compuesto por numerosas 
proteínas, y tres (en las bacterias) o cuatro (en los eucariontes) moléculas de 
RNA ribosómico (rRNA) (no se muestran). Nótese el apareamiento de bases 
entre los anticodones del tRNA y los codones complementarios en el mRNA. 

La formación de un enlace peptídico entre el grupo amino N en el aa-tRNA en- 
trante y el C carboxi-terminal en la cadena de proteína creciente (en verde) está 
catalizado por uno de los rRNA. aa = aminoácido; R = grupo lateral. (Adaptado de A 
J. Griffiths y cols, 1999, Modern Genetic Analysis, W. H. Freeman and Company.) 


proteica. Los ribosomas están compuestos por una subunidad grande 
y una pequeña, cada una de las cuales contiene su propia molécula o 
moléculas de rRNA. 


Estos tres tipos de RNA participan en la síntesis de proteínas en 
todos los organismos. En esta sección, nos centraremos en la decodi- 
ficación del mRNA por los tRNA adaptadores y de qué manera la es- 
tructura de cada uno de estos RNA se relaciona con su tarea específica. 
De qué manera operan en conjunto con el rRNA, los ribosomas y otros 
factores proteicos para sintetizar proteínas está detallado en la sección 
siguiente. Dado que la traducción es esencial para la síntesis proteica, 
los dos procesos comúnmente se refieren como intercambiables. Sin 
embargo, las cadenas polipeptídicas resultantes de la traducción atra- 
viesan un plegamiento postraduccional y con frecuencia otros cambios 
(p. ej., modificaciones químicas, asociación con otras cadenas) nece- 
sarios para la producción de proteínas maduras funcionales (Cap. 3). 


El RNA mensajero lleva información desde el DNA 
en un código genético de tres letras 


Como se mencionó previamente, el código genético empleado por las 
células es un código de tripletes, en el que cada secuencia de tres nucleó- 
tidos, o codón, es “leída” a partir de un punto de iniciación especificado 
en el mRNA. De los 64 codones posibles en el código genético, 61 espe- 
cifican aminoácidos individuales y tres son codones de terminación. El 
Cuadro 4-1 muestra que la mayoría de los aminoácidos está codificada 
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Cuadro 4-1 


El código! 


EN > 
1005 q. 4 e 


: o da 
AA UE 5 Icodones a amir 
A LL A 


Segunda posición 


U C 
Phe Ser 
Phe Ser 
10 
Leu Ser 
Leu Ser 
ll Leu Pro 
E 
E Leu Pro 
3 “ i 
A eu Pro 
c 
2 Leu (Met)* Pro 
g 
a lle Thr 
y 
E lle Thr 
E A 
lle Thr 
Met (Iniciación) Thr 
Val Ala 
Val Ala 
G 
Val Ala 
Val (Met)* Ala 


A G 

yr Cys 

Tyr Cys 

Tyr Terminación 

Terminación Trp 
Terminación Arg a 

His Arg 5 
o 

His Arg 8 
A 
Aa. 

Gin Arg a 
Y 

Gin Ser 5 
3 

Asn Ser 3 
Es 

Asn Arg - 

Lys Arg 

Lys Gly 

Asp Gly 

Asp Gly 

Glu Gly 


» AUG es el codón iniciador más común; GUG habitualmente codifica para valina y CUG para leucina, pero en raras ocasiones estos codones pueden codif- 


car para metionina para iniciar una cadena de proteínas. 


por más de un codón. Solo dos —la metionina y el triptófano— tienen 
un único codón; en el otro extremo, la leucina, la serina y la arginina 
son especificados cada uno por seis codones diferentes. Los diferentes 
codones para un aminoácido dado se denominan sinónimos. El código 
en sí se llama degenerado, lo que significa que un aminoácido en parti- 
cular puede ser especificado por múltiples codones. 

La síntesis de todas las cadenas polipeptídicas de una célula eucarion- 
te o procarionte comienza con el aminoácido metionina. En las bacterias 
se emplea una forma especializada de la metionina con un grupo formilo 
unido a su grupo amino. En la mayoría de los mRNA, el codón de inicia- 
ción (iniciador) que especifica esta metionina amino terminal es el AUG. 
En unos pocos mRNA bacterianos, el codón iniciador es GUG y ocasio- 
nalmente se usa como codón iniciador para metionina en los eucariontes 
CUG. Los tres codones UAA, UGA y UAG no especifican aminoácidos 
sino que constituyen codones de detención (terminación) que marcan el ex- 
tremo carboxilo de las cadenas polipeptídicas de la mayoría de las células. 
La secuencia de codones que va entre un codón de iniciación específico 
hasta un codón de terminación se llama un marco de lectura. Esta dispo- 
sición lineal precisa de ribonucleótidos en grupos de tres, en el mRNA, es- 
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pecifica la secuencia lineal precisa de aminoácidos en una cadena polipep- 
tídica, y también señala dónde se inicia y termina la síntesis de la cadena. 

Dado que el código genético es un código de tripletes que no se 
superponen, sin divisiones entre ellos, un mRNA particular, en teoría, 
debería traducirse en tres marcos de lectura distintos. De hecho, algu- 
nos mRNA mostraron contener información que se superpone y puede 
traducirse en diferentes marcos de lectura, dando como resultado di- 
ferentes polipéptidos (Fig. 4-18). La gran mayoría de mRNA, sin em- 
bargo, puede leerse en solo un marco, porque los codones de detención 
que se encuentran en los otros dos posibles marcos de lectura terminan 
la traducción antes de que se produzca una proteína funcional. En muy 
raras Ocasiones ocurre otra configuración codificante inusual por un 
corrimiento del marco de lectura. En este caso, la maquinaria de síntesis 
proteica puede leer cuatro nucleótidos como un aminoácido y luego 
continuar leyendo tripletes, o puede retroceder la base y leer todos los 
tripletes que se continúan en el nuevo marco, hasta la terminación de la 
cadena. Se conoce solo una docena de casos de este tipo. 

El significado de cada codón es el mismo en la mayoría de los 
organismos conocidos —un fuerte argumento en favor de que la vida 
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FIGURA 4-18 Múltiples marcos de lectura en una secuencia de mRNA. 

Si la traducción de la secuencia de mRNA mostrada comienza en tres sitios 
corriente arriba diferentes (que no se muestran), entonces son posibles tres 
marcos de lectura superpuestos. En este ejemplo, los codones están corridos 
una base a la derecha en el marco del medio y dos bases a la derecha en el 
tercer marco que finaliza en un codón de detención. Como resultado, la misma 
secuencia de nucleótidos especifica diferentes aminoácidos durante la tra- 
ducción. Si bien las regiones de secuencia que se traducen en dos de los tres 
marcos de lectura posibles son raras, hay ejemplos tanto en procariontes como 
en eucariontes y, en especial, en sus virus, en los que la misma secuencia se 
emplea en dos mRNA alternativos expresados a partir de la misma región del 
DNA y la secuencia se lee en un marco de lectura en un mRNA y en un marco 
de lectura alternativo en otro. Hay incluso pocos casos en los que la misma 
secuencia corta se lee en los tres marcos de lectura posibles. 


sobre la tierra evolucionó solo una vez—. De hecho, el código genético 
que se muestra en el Cuadro 4-1 se conoce como código universal. Sin 
embargo, el código genético difiere en unos pocos codones en mu- 
chas mitocondrias, en los protozoarios ciliados y en Acetabularia, una 
planta unicelular. Como se muestra en el Cuadro 4-2, la mayoría de 
estos cambios implican la lectura de codones normales de termina- 
ción como si fuesen aminoácidos, no un intercambio de un aminoá- 
cido por otro. Estas excepciones al código universal, probablemente 
fueron desarrollos evolutivos tardíos; es decir, en ningún momento el 
código quedó fijo de manera inmutable, aunque no se toleraron cam- 
bios masivos una vez que se comenzó a funcionar un código general 
en los inicios de la evolución. 


Cuadro 4-2 | Desviaciones conocidas del código genético universal 


La estructura plegada de los tRNA promueve sus 
funciones de decodificación 


La traducción o decodificación del lenguaje de cuatro nucleótidos del 
DNA y el mRNA al lenguaje de 20 aminoácidos de las proteínas re- 
quiere RNA y enzimas llamadas aminoacil-tRNA sintetasas. Para par- 
ticipar en la síntesis de proteínas, la molécula de tRNA debe ligarse 
químicamente a un aminoácido particular mediante un enlace de alta 
energía formando un aminoacil-tRNA (Fig. 4-19). El anticodón del 
RNA se aparea luego con las bases de un codón del mRNA, de modo 
tal que el aminoácido activado pueda añadirse a la cadena polipeptí- 
dica creciente (véase la Fig. 4-17). 

Se han identificado alrededor de 30-40 tRNA diferentes en las bac- 
terias, y hasta 50-100 en las células animales y vegetales. Así, el número 
de tRNA de la mayoría de las células es mayor que el número de ami- 
noácidos empleados en la síntesis de proteínas, y también difiere del 
número de codones de aminoácidos del código genético (61). En con- 
secuencia, muchos aminoácidos tienen más de un tRNA al que pueden 
unirse (lo cual explica que pueda haber más tRNA que aminoácidos); 
además, muchos tRNA pueden aparearse con más de un codón (lo cual 
explica por qué puede haber más codones que tRNA). 

La función de las moléculas de tRNA que tienen 70-80 nucleóti- 
dos de largo depende de sus estructuras tridimensionales precisas. En 
solución, todas las moléculas de tRNA se pliegan en una estructura 
similar de tallo y bucle, lo cual se asemeja a una hoja de trébol cuando 
se lo transporta a dos dimensiones (Fig. 4-20a). Los cuatro tallos son 
doble hélices cortas estabilizadas por apareamiento de bases de Wat- 
son-Crick; tres de los cuatro tallos tienen bucles que contienen siete 
u ocho bases en sus extremos, mientras que el resto del tallo que no 
forma bucles, contiene los extremos 3” y 5” de la cadena. Los tres nu- 
cleótidos que constituyen el anticodón se encuentran localizados en el 
medio del bucle central, en una posición accesible que facilita el apa- 
reamiento de bases codón-anticodón. En todos los tRNA, el extremo 
3” del tallo aceptor del aminoacido que no participa en el bucle tiene 
la secuencia CCA que, en la mayoría de los casos, se añade después de 
que la síntesis y el procesamiento del tRNA están completos. Algunas 
bases, en la mayoría de los tRNA, también se modifican después de la 
transcripción, creando nucleótidos no estándar como la inosina, di- 
hidrouridina y la seudouridina. Como veremos brevemente, algunas 
de estas bases modificadas tienen papeles importantes conocidos en 


Codón Código universal Código inusual * Se encuentra en 
UAG Terminación Trp Mycoplasma, Spiroplasma, mitocondrias de muchas especies 
CUG Leu Thr Las mitocondrias de las levaduras 
UAA, UAG Terminación Gin Acetabularia, Tetrahymena, Paramecium, etc. 
UGA Terminación Cys Euplotes 


EE II A 


*Se encuentra en los genes nucleares de los organismos que aparecen en la lista y en los genes de las mitocondrias según se indican. 


FUENTE: $, Oxawa y cols. 1992. Microbiol. Rev. 56:229 
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FIGURA 4-19 Decodificación de la secuencia de ácidos nucleicos a la 
secuencia de aminoácidos. El proceso para la traducción de las secuencias 
de ácidos nucleicos del mRNA a secuencias de aminoácidos de las proteinas 
involucra dos pasos. Paso Mk una aminoacil-tRNA sintetasa se acopla en primer 
término a un aminoácido especifico por medio de un enlace éster de alta 
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energía (en amarillo) a un 2'o 3'hidroxilo de la adenosina terminal en el IRNA 
correspondiente. Paso El una secuencia de tres bases en el tRNA (el anticodón) 
se aparea luego por las bases con un codón presente en el mRNA que especi- 
fica el aminoácido unido. Si ocurre un error en cualquier paso, el aminoácido 
incorrecto puede incorporarse a una cadena polipeptídica. Phe = fenilalanina. 


la síntesis proteica. Vista en tres dimensiones, la molécula plegada de 
RNA tiene forma de L, en la que el bucle con el anticodón y el tallo 
aceptor forman los extremos de los dos brazos (Fig. 4-20b). 


Entre los codones y los anticodones con frecuencia 
ocurre el apareamiento de bases no estándar 


Si fuera imperativo el apareamiento perfecto de bases Watson-Crick 
entre los codones y los anticodones, las células deberían contener 
al menos 61 tipos diferentes de tRNA, uno para cada codón que es- 
pecifica un aminoácido. Sin embargo, como se indicó previamente, 
muchas células contienen menos de 61 tRNA. La explicación para 
el menor número, radica en la capacidad de un único anticodón de 
tRNA de reconocer más de un codón, pero no necesariamente cada 
codón que corresponda a un aminoácido dado. Este reconocimiento 
más amplio puede ocurrir por el apareamiento no estándar entre las 
bases de la así llamada posición de balanceo: es decir, la tercera base 
(3”) en un codón de mRNA y la primera base correspondiente (5”) en 
su anticodón de tRNA. 

La primera y segunda bases de un codón casi siempre forman pa- 
res de bases estándar de Watson-Crick y las tercera y segunda bases, 
respectivamente, del anticodón correspondiente, pero pueden ocurrir 
interacciones no estándar en la cuarta posición, entre las bases en la 


FIGURA 4-20 Estructura de los tRNA. (a) Si bien la secuencia de nucleótidos 
exacta varía entre los tRNA, todos se pliegan en tallos de cuatro pares de bases 
y tres bucles. La secuencia CCA en el extremo 3'también está presente en todos 
los tRNA. La unión de un aminoácido al A 3'da un aminoacil-tRNA. Algunos de 
los residuos A, €, G y U se modifican postranscripcionalmente en la mayoría de 
los IRNA (véase la clave). La dihidrouridina (D) casi siempre está presente en el 
bucle D; de modo similar, la ribotimidina (T) y la seudouridina (Y) casi siempre 
están presentes en el bucle TYCG. El IRNA de la alanina de las levaduras, que se 
representa aquí, contiene también otras bases modificadas. El triplete que se 
encuentra en el extremo del bucle del anticodón se aparea por sus bases con el 
codón correspondiente en el mRNA. (b) Modelo tridimensional de la estructura 
general de todos los IRNA. Nótese la forma de L de la molécula. (Parte la]. véase k 

vY Holly y cols. 1965, Science, 147.1462 Parte (b] adaptada de ) A Arnez y D Moras 1997, Trends Biocnem 
Sue 22211) 
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FIGURA 4-21 Apareamiento de bases no estándar en la posición de 
balanceo. La base en la tercera posición (de balanceo) de un codón de mRNA 
con frecuencia forma un par de bases no estándar con la base en la primera 
posición (o posición de balanceo) del anticodón del tRNA. El apareamiento de 
balanceo permite que el tRNA reconozca más de un codón de mRNA (arriba); 
recíprocamente, permite que el codón sea reconocido por más de un tipo de 
RNA (abajo), aunque cada tRNA llevará el mismo aminoácido. Nótese que un 
tRNA con 1 (inosina) en la posición de balanceo puede “leer” (aparearse con) 
tres codones distintos, y un tRNA con G o U en la posición de balanceo puede 
leer dos codones. Aunque A es en teoría posible en la posición de balanceo del 
anticodón, casi nunca se la encuentra en la naturaleza. 


posición de balanceo. Es de particular importancia el par de bases G-U, 
que estructuralmente se adecua casi tan bien como el par estándar G-C. 
Así, un anticodón dado en el tRNA con G en la primera posición (ba- 
lanceo) puede formar un par de bases con los dos codones correspon- 
dientes que tengan una pirimidina (C o U) en la tercera posición (Fig. 
4-21). Por ejemplo, los codones de fenilanalina UUU y UUC (5' > 3”) 
son reconocidos ambos por el tRNA que tiene como anticodón GAA 
(5 > 3'). De hecho, cualquiera dos anticodones del tipo NNPir (N = 
cualquier base; Pir = pirimidina) codifica un aminoácido único y es 
decodificado por un tRNA único, con una G en la primera posición 
(balanceo) del anticodón. 

Si bien en raras ocasiones se encuentra adenina en la posición de 
balanceo del anticodón, muchos tRNA de plantas y animales contienen 
inosina (1), un producto desaminado de la adenina, en esta posición. 
La inosina puede formar pares de bases no estándar con A, C y U. Un 
¡RNA con la inosina en la posición de balanceo, puede así reconocer 
los codones correspondientes en el mRNA que tengan A, Co U en la 
tercera posición (de balanceo) (véase la Fig. 4-21). Por esta razón, los 


tRNA que contienen inosina se emplean mucho en la traducción de los 
codones sinónimos que especifican un único aminoácido. Por ejemplo, 
cuatro de los seis codones para la leucina (CUA, CUC, CUU y UUA) 
son reconocidos por el mismo tRNA con el anticodón 3”-GAL-5”; la 
inosina en la posición de balanceo forma pares de bases no estándar 
con la tercera base de los cuatro codones. En el caso del codón UUA, 
también se forma un par no estándar G-U entre la posición 3 del anti- 


codón y la posición 1 del codón. 


Los aminoácidos se activan cuando se unen 
en forma covalente a los tRNA 


El reconocimiento del codón o de los codones que especifican un ami- 
noácido dado por un tRNA en particular es, de hecho, el segundo paso 
en la decodificación del mensaje genético. El primer paso, la unión del 
aminoácido apropiado a un tRNA, es catalizado por una aminoacil- 
ERNA-sintetasa. Cada una de las 20 diferentes sintetasas reconoce un 
aminoácido y todos sus tRNA compatibles o afines. Estas enzimas aco- 
pladas unen un aminoácido al hidroxilo libre 2 o 3” de la adenosina, 
en el 3' terminal de las moléculas de tRNA mediante una reacción que 
requiere ATP. En esta reacción, el aminoácido es unido al tRNA me- 
diante un enlace de alta energía, por lo que se dice que está activado. La 
energía de este enlace, posteriormente, es la que impulsa la formación 
del enlace peptídico que mantiene unidos a los aminoácidos adyacen- 
tes de la cadena polipeptídica creciente. El equilibrio de la reacción de 
aminoacilación es impulsado adicionalmente hacia la activación del 
aminoácido por la hidrólisis del enlace fosfoanhidrido de alta energía 
del pirofosfato liberado (véase la Fig. 4-19). 

Las aminoacil-tRNA sintetasas reconocen sus tRNA afines al inte- 
ractuar principalmente con el bucle del anticodón y el tallo aceptor, si 
bien, en algunos casos, las interacciones con otras regiones de un tRNA 
también contribuyen al reconocimiento. Además, las bases específi- 
cas en los tRNA incorrectos, que son de estructura similar a un tRNA 
afín, inhibirán la carga del tRNA incorrecto. Así, el reconocimiento del 
tRNA correcto depende de ambas, las interacciones positivas y la au- 
sencia de interacciones negativas. Aun así, dado que algunos aminoá- 
cidos son de estructura muy similar, las aminoacil-tRNA sintetasas en 
ocasiones comenten errores. Estos, sin embargo, se corrigen por acción 
de las propias enzimas que tienen una actividad de verificación de lectu- 
ra que controla la corrección en su bolsillo de unión de aminoácidos. Si 
se ha unido un aminoácido incorrecto al tRNA, la sintetasa unida cata- 
liza la eliminación del aminoácido desde el tRNA. Esta función crucial 
ayuda a garantizar que el tRNA entregue el aminoácido correcto a la 
maquinaria de síntesis proteica. La tasa global de errores de traducción 
en E. coli es muy baja, aproximadamente 1 por cada 50 000 codones, 
evidencia tanto de la fidelidad del reconocimiento del tRNA como de 
la importancia de la verificación de la lectura por las aminoacil-tRNA 


sintetasas. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 4.3 
La decodificación del mRNA por los tRNA 


- La información genética se transcribe del DNA al mRNA en forma de 
un código de tripletes superpuestos degenerado. 
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* Cada aminoácido está codificado por una o más secuencias de tres 
nucleótidos (codones) del mRNA. Cada codón especifica un aminoáci- 
do, pero la mayoría de los aminoácidos están codificados por múltiples 
codones (véase el Cuadro 4-1). 


* El codón AUG para la metionina es el codón de iniciación más común 
que especifica el aminoácido en el extremo NH,-terminal de una cade- 
na proteica. Tres codones (UAA, UAG, UGA) funcionan como codones 
de terminación y no especifican aminoácidos. 


+ Un marco de lectura, la secuencia ininterrumpida de codones del 
mRNA desde un codón de iniciación específico hasta un codón de 
terminación, se traduce en la secuencia lineal de aminoácidos de una 


cadena polipeptídica. 


« La decodificación de la secuencia de nucleótidos del mRNA a la se- 
cuencia de aminoácidos de las proteínas depende de los tRNA y de las 
aminoacil-tRNA sintetasas. 


* Todos los tRNA tienen estructura tridimensional semejante, que in- 
cluye un brazo aceptor para la unión de un aminoácido específico y un 
tallo-bucle con una secuencia de anticodón de tres bases en sus extre- 
mos (véase la Fig. 4-20). El anticodón puede aparear sus bases con su 
codón correspondiente en el mRNA. 


* Dadas las interacciones no estándar, un tRNA puede aparear sus bases 
con más de un codón del mRNA; recíprocamente, un codón particular 
puede aparearse por sus bases con múltiples tRNA. Sin embargo, en 
cada caso solo el aminoácido adecuado se insertará en la cadena poli- 
peptídica creciente. 


* Cada una de las 20 aminoacil-tRNA sintetasas reconoce un único ami- 
noácido y lo une de manera covalente a un tRNA afín, formando un 
aminoacil-tRNA (véase la Fig. 4-19). Esta reacción activa el aminoácido, 
de modo que puede participar en la formación del enlace peptídico. 


4.4 Síntesis escalonada de las proteínas 
en los ribosomas 


Las secciones previas han presentado dos de los principales partici- 
pantes en la síntesis proteica —el mRNA y el tRNA aminoacilado. Aquí, 
describimos por primera vez el tercer jugador clave en la síntesis de 
proteínas —el ribosoma que contiene rRNA- antes de hacer un detalle 
de cómo estos tres componentes se unen para llevar a cabo los eventos 
bioquímicos que conducen a la formación de las cadenas polipeptídi- 
cas en los ribosomas. De modo similar a la transcripción, el complejo 
proceso de la traducción puede dividirse en tres etapas —la iniciación, la 
elongación y la terminación—, que consideraremos de manera ordena- 
da. Centraremos nuestra descripción sobre la traducción en las células 
eucariontes, aunque el mecanismo de la traducción es fundamental- 
mente el mismo en todas las células. 


Los ribosomas son máquinas de síntesis proteica 


Si los muchos componentes que participan en la traducción del mRNA 
debiesen interactuar libres en solución, la probabilidad de que ocurrie- 
ran colisiones simultáneas sería tan baja que la tasa de polimerización de 
los aminoácidos sería también muy baja. La eficiencia de la traducción 
aumenta, en gran medida, por la unión del mRNA y los aminoacil-tRNA 
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individuales dentro de un ribosoma. El ribosoma, cl complejo celular 


con mayor abundancia de RNA y proteimas, dirige el alargamiento de 


un polipéptido a una tasa de entre tres y cinco aminoácidos adicionados 
se sintetizan pequeñas proteínas de 100-200 


por segundo. Por lo tanto, 
tarda entre dos y tres 


aminoácidos en un minuto o menos. Por otra parte, 
horas sintetizar la proteína más grande conocida, la titina, presente en el 


músculo, que contiene alrededor de 30 000 residuos de aminoácidos. La 
máquina celular que lleva a cabo esta tarea debe ser precisa y persistente. 

Con ayuda del microscopio electrónico, los ribosomas se descu- 
brieron como pequeñas partículas individuales, ricas en RNA presentes 
en las células, que secretan grandes cantidades de proteínas. Sin embar- 
go, su papel en la síntesis proteica no se identificó hasta que se obtuvie- 
ron preparados razonablemente puros de ribosomas. Los experimentos 
in vitro, con radiomarcaje de preparados de este tipo, mostraron que 
los aminoácidos radiactivos se incorporaban en primer lugar en las ca- 
denas polipeptídicas crecientes asociadas con los ribosomas, antes de 
aparecer en las cadenas terminadas. 

Si bien hay diferencias entre los ribosomas procariontes y eucarion- 
tes, las grandes similitudes estructurales y funcionales entre los ribo- 
somas de todas las especies reflejan un origen evolutivo común de la 
mayoría de los constituyentes básicos de las células vivas. Un ribosoma 
está compuesto por tres (en las bacterias) o cuatro (en los eucariontes) 
moléculas distintas de rRNA y hasta 83 proteínas, organizados en una 
subunidad grande y una subunidad pequeña (Fig. 4-22). Las subunida- 
des ribosómicas y las moléculas de rRNA se designan comúnmente en 
unidades Svedberg (S), una medida de la velocidad de sedimentación 
de las macromoléculas centrifugadas en condiciones estándar —esencial- 
mente una medida de su tamaño—. La subunidad ribosómica pequeña 
contiene una única molécula de rRNA, conocida como rRNA peque- 
ño. La subunidad grande contiene una molécula de rRNA grande y una 
molécula de rRNA 5S, más una molécula adicional de rRNA 5,8S en 
los vertebrados. Las longitudes de las moléculas de rRNA, la cantidad 
de proteínas en cada subunidad y, en consecuencia, los tamaños de las 
subunidades difieren entre las células bacterianas y eucariontes. El ri- 
bosoma ensamblado es de 70S en las bacterias y 805 en los vertebrados. 

Actualmente se conocen las secuencias de los rRNA pequeño y 
grande de varios miles de organismos. Aunque las secuencias pri- 
marias de nucleótidos de estos rRNA varían considerablemente, las 
mismas partes de cada tipo de rRNA, en teoría, pueden formar tallos- 
bucles con bases apareadas, que generarían una estructura tridimen- 
sional similar para cada TRNA en todos los organismos. Las estruc- 
turas tridimensionales de los rRNA bacterianos se han determinado 
por cristalografía de rayos X para las subunidades aisladas 505 y 305, 
y para los ribosomas completos 70S (Fig. 4-23). Las múltiples proteí- 
nas ribosómicas, mucho más pequeñas en casi todo, están asociadas 
con los rRNA de superficie. Si bien el número de moléculas proteicas 
de los ribosomas en gran medida excede el número de moléculas de 
RNA, éste constituye aproximadamente el 60% de la masa de un ribo- 
soma. Los sitios en los que los tRNA se unen a los ribosomas se cono- 
cen como sitio A, sitio P y sitio E. Como veremos en breve, el tRNA se 
mueve entre estos sitios a medida que se desarrolla la síntesis protei- 
ca. Las estructuras cristalinas del ribosoma 80S de las levaduras, una 
subunidad 40S de un protozoario y la microscopia crioelectrónica de 
los ribosomas de plantas se han descrito hace poco tiempo. General- 
mente, son similares a los ribosomas bacterianos, pero aproximada- 
mente el 50% más grandes por las inserciones específicas, presentes 
en los eucariontes, de segmentos de RNA en regiones de los rTRNA 
bacterianos, así como por la presencia de un número más grande de 
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FIGURA 4-22 Componentes de los ribosomas procariontes y eucarion- 
tes. En todas las células, cada ribosoma consiste en una subunidad grande 

y una subunidad pequeña. Las dos subunidades contienen rRNA (en rojo) de 
diferentes longitudes, así como un conjunto de proteínas diferentes. Todos los 
ribosomas contienen dos moléculas de rFRNA principales (rRNA 235 y 165 en 


proteínas (véase la Fig. 4-22). Se cree que los aspectos básicos de la 
síntesis proteica son semejantes, si bien la iniciación de la traducción 
de los eucariontes, que trataremos más adelante, es más compleja y 
está sujeta a mecanismos de regulación adicionales. 

Durante la traducción, un ribosoma se mueve a lo largo de una 
cadena de mRNA, interactúa con varios factores proteicos y tRNA y 
sufre grandes cambios de conformación. A pesar de la complejidad 
del ribosoma, se han hecho grandes progresos en la determinación de 
la estructura general de los ribosomas bacterianos y del modo en que 
funcionan en la síntesis proteica. Más de 50 años después del descubri- 
miento inicial de los ribosomas, finalmente están siendo esclarecidos 
su estructura general y su funcionamiento durante la síntesis proteica. 


El metionil-tRNA"** reconoce el codón 

de iniciación AUG 

Como se mencionó previamente, el codón AUG para metionina funcio- 
na como el codón de iniciación para la gran mayoría de los mRNA. Un 
aspecto crítico de la iniciación de la traducción es comenzar la síntesis de 
proteínas en el codón de iniciación, estableciendo de este modo el marco 
de lectura apropiado para todo el mRNA. Tanto los procariontes como 
los eucariontes contienen dos £RNA de metionina diferentes: el IRNA,%“, 
que puede iniciar la síntesis proteica, y el IRNAM*, que puede incorporar 


las bacterias; rRNA 285 y 185 en los vertebrados) y un rRNA 5S. La subunidad 
grande de los ribosomas de los vertebrados contiene también un rRNA 5,85 
apareado por sus bases al rRNA 286. El número de ribonucleótidos (TNT) de 
cada tipo de rRNA está indicado. 


metionina solo a una cadena de proteína creciente. La misma aminoacil 
tRNA sintetasa (MetRS) carga ambos tRNA con metionina. Pero solo la 
Met-tRNAM“ (es decir, la metionina activada unida al tRNAMe) puede 
unirse al sitio apropiado en la subunidad ribosómica pequeña, el sitio P, 
para iniciar la síntesis de una cadena polipeptídica. El Met-tRNAMe y 
otros tRNA cargados se unen solamente al sitio A, como se describirá más 
adelante. Los tRNA entran al sitio de salida o sitio E después de transferir 
su aminoácido unido covalentemente a la cadena polipeptídica creciente. 


La iniciación de la traducción en los eucariontes 
generalmente ocurre en el primer AUG cercano 
al extremo 5' de un mRNA 


Durante la primera etapa de la traducción, las subunidades ribosó- 
micas pequeña y grande se ensamblan alrededor de un mRNA que 
tiene un tRNA iniciador activado, ubicado correctamente en el codón 
de iniciación en el sitio ribosómico P. En los eucariontes, este proceso 
está mediado por un conjunto especial de proteínas conocidas como 
factores de iniciación de la traducción eucarionte (elF). A medida 
que cada componente individual se une al complejo, es guiado por 
interacciones con elF específico. Varios de estos factores de iniciación 
unen GTP y la hidrólisis de GTP a GDP funciona como un interrup- 
tor de verificación de la lectura que solamente permite que los pasos 
posteriores ocurran si el paso previo se desarrolló en forma correcta. 
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¿9 VIDEO: Modelo 3D de ribosoma bacteriano 


FIGURA 4-23 Estructura del ribosoma 70S de E. coli determinado por 
cristalografía de rayos X. Modelo del ribosoma visto en la interface entre 
las subunidades grande (505) y pequeña (305). El rRNA 16 y las proteínas de la 
subunidad pequeña están coloreados en verde claro y verde oscuro, respecti- 
vamente; el rRNA 23S y las proteínas de la subunidad grande están coloreados 


Antes de la hidrólisis del GTP, el complejo es inestable y permite un 
segundo intento en la formación del complejo, hasta que se ensamble 
el complejo correcto, lo que da como resultado la hidrólisis del GTP 
y la estabilización del complejo apropiado. En los últimos años se 
han hecho notables avances en la comprensión de la iniciación de la 
traducción en los vertebrados. 
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en púrpura claro y oscuro, respectivamente, y el RNA 5S está coloreado en azul 
oscuro. Se indican las posiciones ribosómicas de los sitios A, P y E. Note que las 
proteínas ribosómicas se localizan principalmente en la superficie del ribosoma 


y los rRNA en el interior, cubriendo los sitios A, P y E. (De B.S. Schuwirth y cols, 2005, 
Science 310:827,) 


El modelo actual sobre iniciación de la traducción en los vertebra- 
dos se representa en la Figura 4-24. Las subunidades ribosómica grande 
y pequeña, liberadas de un ciclo previo de traducción, se mantienen 
separadas por la unión de los elF 1, 14 y 3 a la subunidad pequeña 
405 (Fig. 4-24, arriba). El primer paso de la iniciación de la traduc- 
ción es la formación del complejo de preiniciación 43S. Este complejo 
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FIGURA 4-24 Iniciación de la traducción en los eucariontes. 
El modelo actual de iniciación eucarionte implica ocho pasos. 
Paso Mk un complejo ternario elF2 se forma cuando el elF2-GTP 
une un tRNAiMet. Paso EH cuando un ribosoma se disocia al 


Iniciación del 


terminar la traducción, la subunidad 405 se une al elF1, el elF1A reconocimiento 


y el elF3. Se forma un complejo de preiniciación 435 cuando este hidrólisis del 
se asocia con un complejo ternario elF2 y elFS. Paso El un mRNA Met  €lF2 unido al GTP 


se activa cuando un complejo elF4 de múltiples subunidades se m y liberación de P, 


une: la subunidad elF4E se une a la estructura del casquete 5'y 

la subunidad elF4G se une a múltiples copias de la proteína que 
une poli(A) (PABP) unida a la cola de poli(A) unida al mRNA. La 
actividad de helicasa de la subunidad elF4A del RNA desenrolla 
cualquier estructura secundaria del RNA en el extremo 5'del 
MRNA. El elF48, que estimula la actividad de helicasa elF4A, tam- 
bién une este complejo circular en el cual tanto el casquete 5'del 
MRNA como la cola de poli(A) están asociados con el complejo 
elF4. Paso EX el complejo de preiniciación 435 se une a un com- 
plejo elF4-mRNA. Paso EE la helicasa de mRNA elF4A desenrolla 
la estructura secundaria del RNA a medida que el complejo 405 
barre en la dirección 5' > 3'hasta que reconoce al codón de 
iniciación. Paso Ek el reconocimiento del codón de iniciación 
hace que el elFS estimule la hidrólisis del GTP unido al elF2. Esto 
cambia la conformación del complejo de barrido a un complejo 
de iniciación 48S con el anticodón del tRNAiMet apareado por 
sus bases al iniciador AUG en el sitio P 405. Paso EZ la subunidad 
605 se une a la subunidad 405, lo que conduce la liberación de 

la mayoría de los elF de acción temprana, a medida que elF5B 

GTP se une al elF1A del sitio A del ribosoma. El complejo elF4 18] 
liberado y el elF4B se asocian con el Casquete y la PABP, como 

se muestra en el paso El para prepararse para la interacción con (68)GDP 
curo complejo de preiniciación de 435. Por simplicidad, esto no 
se muestra. Paso Ek la correcta asociación de las subunidades 405 
y 605 resulta en la hidrólisis del GTP unido al elFSB, la liberación 
del e'F58-GDP y el elF1A y la formación del complejo de inicia- 
ón 805 con el 1RNA¡Met apareado por sus bases al codón de 
miciación del sitio P del ribosoma !Adarrado del A J Jacrson y cols. 2010 
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el0, LAS 


de preiniciación se forma cuando la subunidad 405 con 
NAM 


asocia con elFS y un complejo ternario formado por el Metak 
y elF2 unido a GTP (Fig. 4-24, pasos E y Bl). El factor de iniciación 
elF2 alterna entre asociarse con GTP y GDP; solo puede unirse al Met- 
tRNA,M*! cuando se encuentra asociado con GTP. Las cólulas pueden 
regular la síntesis proteica al fosforilar un residuo de serina en el elF2 
unido a GDP; el complejo fosforilado no puede intercambiar el GDP 
unido por GTP y, de este modo, no puede unir MetARNA¡M“ con lo 
que inhibe la síntesis de proteínas. 
El mRNA que debe traducirse se une al complejo elF4 de múlti- 
ples subunidades, que interactúa tanto con la estructura del casquete 5” 
como con la proteína que se une a poli(A) (PABP) en múltiples copias 
a la cola de poli(A) del mRNA. Se requieren ambas interacciones para 
la traducción de la mayoría de los mRNA. Esto resulta en la formación 
de un complejo circular (Fig. 4-24, paso El). El complejo elF4 que se 
une al casquete consiste en varias subunidades con diferentes funcio- 
nes. La subunidad elF4E se une a la estructura del casquete 5” sobre los 
mRNA (Fig. 4-14). La subunidad grande elF4G interactúa con la pro- 
teína PABP unida a la cola de poli(A) del mRNA y forma de este modo 
un andamiaje sobre el cual se unen las otras subunidades del elF4. El 
complejo mRNA-eIF4 se asocia luego con el complejo de preiniciación 
por medio de una interacción entre el elFAG y el elF3 (paso O. 

El complejo de iniciación luego se desliza o barre el mRNA asocia- 
do, a medida que la actividad de helicasa del elF4A, estimulada por el 
eIF4B, usa la energía de la hidrólisis del ATP para desenrollar la estruc- 
tura secundaria del RNA (paso El). Este barrido se detiene cuando el 
anticodón tRNA¿“* reconoce al codón de iniciación que es el primer 
AUG corriente abajo a partir del extremo 5” terminal, en la mayoría 
de los mRNA eucariontes. El reconocimiento del codón de iniciación 
lleva a la hidrólisis del GTP asociado con el elF2, un paso irreversible 
que evita el barrido adicional, dando como resultado la formación del 
complejo de iniciación 488 (paso El). Este direccionamiento al codón 
de iniciación correcto se ve facilitado por el elF5, una proteína elF2 
activadora de la GTPasa (GAP, véase la Fig. 3-32). La selección del AUG 
iniciador se ve facilitada por los nucleótidos que lo rodean, específicos, 
llamados secuencia de Kozak, por Marilyn Kozak, quien la definió: (5”) 

ACCAUGG (3”). La A que precede al AUG (en negritas) y la G inmedia- 
tamente posterior a él son los nucleótidos más importantes que afectan 
la eficiencia de la iniciación de la traducción. 

La asociación de la subunidad grande (605) está mediada por la 
unión de elF5B al GTF, y resulta en el desplazamiento de muchos de 
los factores de iniciación (paso EZ). La asociación correcta entre las 
subunidades del ribosoma resulta en la hidrólisis del elF5B unido al 
GTP, que se transforma en GDP y la liberación de elF5B-GDP y del 
elF1A (paso EZ), con lo que se completa la formación de un complejo 
de iniciación 805. El acoplamiento de la subunidad ribosómica, al unir 
la reacción a la hidrólisis de GTP por el elF5B, permite que el proceso 
de iniciación continúe solo cuando ha ocurrido correctamente la inte- 
racción de la subunidad. Esto también lo transforma en un paso irre- 
versible, de tal modo que las subunidades ribosómicas no se disocian 
hasta que todo el mRNA se haya traducido y se haya terminado la sín- 

tesis proteica. La maquinaria de síntesis proteica eucarionte comienza 
la traducción de la mayoría de los mRNA celulares a una distancia de 
aproximadamente 100 nucleótidos del extremo 5” con casquete, como 
se acaba de describir. Sin embargo, algunos mRNA celulares contienen 
un sitio de entrada de ribosomas interno (IRES), localizado corriente 
abajo, lejos del extremo 5” terminal. Se piensa que los TRES celulares 
forman estructuras de RNA que interactúan con un complejo de el F4A 
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y 146 que luego se asocia con! 15 ma JS 


con clFl y el ELA. Este ensamble se une posteriormente: 1 complejo 


ternario elF2 para ensamblarse a un complejo de iniciación directa- 


mente sobre un codón AUG vecino. Además, la traducción de algunos 
5' terminal, 


RNA virales de cadena positiva, que carecen de casquete 5 
se inicia en secuencias IRES virales. Estas caen en clases diferentes, de- 
pendiendo de cuántos elF estándar se requieran para la iniciación. En 
el caso del virus de la parálisis del grillo, ¡el [RES de = 200-nt de largo 
se pliega en una estructura compleja que interactúa en forma directa 
con el ribosoma 405 y lleva a la iniciación sin los elF e incluso sin el 


iniciador MettRNA Mu! ] 
En las bacterias, la unión de la subunidad ribosómica pequeña a un 


urre mediante un mecanismo distinto que permi- 


ciclo de iniciación oc : 
transcripto 


te la iniciación en sitios internos en el mRNA policistrónico 
a partir de los operones. En los mRNA de las bacterias, una secuencia 
de = 6 bases, complementaria al extremo 3 terminal de rTRNA peque- 
ño, precede al codón de iniciación AUG en 4-7 nucleótidos. El apa- 
reamiento de bases entre esta secuencia del mRNA, llamada secuencia 
de Shine-Dalgarno, por sus descubridores, y el rRNA pequeño, ubican 
a la subunidad ribosómica pequeña en la posición adecuada para la 
iniciación. Los factores de iniciación comparables a elF1A, elF2, elE3, 
f-Met-tRNAM* se asocian luego con la subunidad pequeña, seguida de 
la asociación de la subunidad grande para formar el ribosoma bacte- 


riano completo. 


Durante la elongación de la cadena cada 
aminoacil-tRNA entrante se mueve a través 
de tres sitios ribosómicos 


El complejo ribosoma-Met-tRNA“M* adecuadamente ubicado ahora 

está listo para comenzar la tarea de la adición secuencial de aminoá- 

cidos para la traducción del mRNA dentro del marco. Como en el 
caso de la iniciación, un conjunto de proteínas especiales llamadas 
factores de elongación (EF) son necesarias para llevar a cabo el pro- 
ceso de elongación de la cadena. Los pasos clave en la elongación son 
la entrada de cada aminoacil tRNA posterior con un tRNA comple- 
mentario al siguiente codón, la formación de un enlace peptídico y el 
movimiento o translocación del ribosoma un codón por vez a lo largo 
del mRNA. 

Cuando se completa la iniciación de la traducción, como ya se in- 
dicó, el Met-tRNAM*se une al sitio P en el ribosoma 80S ensamblado 
(Fig. 4-25, arriba). Esta región del ribosoma se llama sitio P porque el 
tRNA químicamente unido a la cadena polipeptídica se localiza allí. 
El segundo aminoacil-tRNA es llevado al ribosoma en forma de un 
complejo ternario, asociado con EFla:GTP y se une al sitio A, lla- 
mado de este modo porque es donde el tRNA aminoacilado se une 
a él (paso EN). El EF10-GTP unido a varios aminoacil-tRNA difunde 
al sitio A pero el siguiente paso en la traducción ocurre solo cuando 
el anticodón del tRNA aparea sus bases con el segundo codón de la 
región codificante. Cuando eso ocurre adecuadamente, el GTP en el 
EFlo:GTP asociado se hidroliza. La hidrólisis de GTP promueve un 
cambio de conformación en el EFl a! que lleva a la liberación del com- 
plejo EFla:GDP y la estrecha unión del aminoacil-tRNA en el sitio 
A (paso Ed). Este cambio de conformación también ubica al extremo 
aminoacilado 3” del tRNA en el sitio A en la cercanía del extremo 3' 
terminal del Met- tRNAM* en el sitio P. La hidrólisis de GTP, y así la 
unión estrecha, no ocurren si el anticodón del aminoacil-tRNA en- 
trante no puede aparear sus bases con el codón del sitio A. En este 
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FIGURA 4-25 Elongación de la cadena peptídica en los eucariontes. 
Una vez que se ensambla el ribosoma 805 con Met-tRNA M4! en el sitio P del 
ribosoma (arriba), un complejo ternario que lleva el segundo aminoácido (aa 
codificado por el mRNA se une al sitio A (paso EI). Después de un cambio de 
conformación en el ribosoma inducido por la hidrolisis de GTP en el EFla:GTP 
(paso EJ), el RNA grande cataliza la formación del enlace peptídico entre el 
Met y el aa, (paso EJ). La hidrólisis del GTP en el EF2-GTP causa otro camblo de 
conformación en el ribosoma Que resulta en su translocación un codón a lo lar- 
go del mRNA y el corrimiento del RNA Met no acilado al sitio E y el tRNA con el 
péptido unido al sitio P (paso BJ). El ciclo puede comenzar nuevamente con la 
unión de un complejo ternario que lleva el aa, al sitio A ahora abierto. En el se- 
gundo ciclo de elongación y ciclos posteriores, el tRNA en el sitio E se expulsa 
durante el paso Fl como resultado del cambio de conformación inducido por 
la hidrólisis del GTP en el EF1a:GTP (Adaptado de K. H. Nierhaus y cols, 2000, en R. A. Garrett y 
cols. eds., The Ribosome: Structure, Function, Antibiotics, and Cellular Interactions, ASM Press, p.319) 


2 
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caso, el complejo ternario difunde dejando un sitio A vacío que pue- 
de asociarse con otros complejos aminoacil-tRNA-EFla-GTP hasta 
que se una un tRNA con bases que se apareen correctamente. Así, la 
hidrólisis de GTP por EFla es otro paso en la verificación de lectura 
que permite que la síntesis proteica avance solo cuando el tRNA ami- 
noacilado correcto se una al sitio A. Este fenómeno contribuye a la 
fidelidad de la síntesis proteica. 

Con el Met-tRNA,M* iniciador en el sitio P y el segundo aminoa- 
cil-tRNA fuertemente unido en el sitio A, el grupo amino-a del se- 
gundo aminoácido reacciona con la metionina “activada” (con enlace 
éster) del £tRNA iniciador formando un enlace peptídico (Fig. 4-25, 
paso El. véase la Fig. 4-17). Esta reacción de peptidil transferasa está 
catalizada por el rRNA grande que orienta con precisión a los átomos 
que interactúan, permitiendo que la reacción avance. El 2”-hidroxilo 
del A terminal del peptidil-tRNA del sitio P participa también en la 
catálisis. La capacidad catalítica del rRNA grande de las bacterias se 
demostró eliminando cuidadosamente la gran mayoría de las proteí- 
nas de las subunidades ribosómicas grandes. El IRNA 235 bacteriano 
casi puro puede catalizar una reacción de peptidil transferasa entre 
análogos de RNA aminoacilados y el peptidil-tRNA. El apoyo adicio- 
nal al papel catalítico del rRNA grande en la síntesis proteica proviene 
de estudios cristalográficos de alta resolución que muestran que no 
hay proteínas cerca del sitio de síntesis del enlace peptídico en la es- 
tructura cristalina de la subunidad grande en las bacterias. 

Después de la síntesis del enlace peptídico, el ribosoma se translo- 
ca a lo largo del mRNA a una distancia equivalente a la de un codón. 
Este paso de translocación está controlado por la hidrólisis de GTP en 
el complejo EF2-GTP en los eucariontes. Ya ocurrida la translocación 
correctamente, el GTP unido se hidroliza, otro proceso irreversible 
que evita que el ribosoma se mueva a lo largo del RNA en la dirección 
incorrecta o que se transloque un número incorrecto de nucleóti- 
dos. Como resultado de los cambios de conformación en el ribosoma, 
que acompañan a la translocación adecuada y la hidrólisis resultante 
de GTP por el EF2, el IRNA/**”, ahora sin la metionina activada, se 
mueve al sitio £ (salida, en inglés exit) sobre el ribosoma; al mismo 
tiempo, un segundo 1RNA unido ahora en forma covalente a un di- 
péptido (un peptidil-1RNA) se mueve al sitio P (Fig. 4-25, paso EJ). 
La translocación hace que el ribosoma retorne su conformación a un 
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estado en el cual el sitio A queda abierto y es capaz de aceptar otro 
RNA aminoacilado que forma complejo con un EF1a:GTP, comen- 
zando otro sitio de elongación de la cadena. La repetición del ciclo de 
elongación que se muestra en la Figura 4-25 añade un aminoácido 
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cada vez al extremo C-terminal de la cadena polipeptídica creciente 
dirigida por la secuencia de mRNA, hasta que se encuentra un codón 
de detención. En ciclos posteriores, el cambio de conformación que 
ocurre en el paso El expulsa el IRNA no acilado del sitio E. A medi- 
da que el polipéptido naciente se alarga, se inserta en un canal en la 
unidad ribosómica grande y sale en una posición opuesta al lado que 
interactúa con la subunidad ribosómica pequeña (Fiy. 4-26). 

En ausencia del ribosoma, el híbrido de tres pares de bases RNA- 
RNA entre los anticodones del tRNA y los codones del mRNA en los 
sitios A y P no sería estable; los dúplex RNA-RNA entre las moléculas 
separadas de RNA deberían ser considerablemente más largos para re- 
sultar estables en condiciones fisiológicas. Sin embargo, múltiples inte- 
racciones entre los rRNA grandes y pequeños y los dominios generales 
de los tRNA (p. ej., los bucles D y TYCG, véase la Fig. 4-20) estabilizan 
los IRNA en los sitios A y P, mientras que otras interacciones RNA- 
RNA controlan el correcto apareamiento de bases codón-anticodón, 
asegurando la correcta lectura del código genético. Luego, las interac- 
ciones entre los TRNA y los dominios generales de todos los tRNA dan 
como resultado el movimiento de los tRNA entre los sitios A, P y Ea 
medida que los ribosomas se translocan a lo largo del mRNA en grupos 
de codones de tres nucleótidos a la vez. 


La traducción se termina por factores de liberación 
cuando se llega a un codón de terminación 


Las etapas finales de la traducción, al igual que la iniciación y la elon- 
gación, requieren señales moleculares de alta especificidad que de- 


Polipéptido 


FIGURA 4-26 Modelo del ribosoma 70S de E. coli unido a un mRNA con 


una cadena polipeptídica naciente en el túnel de salida. 
5 rmodelo se basa en estudios de crio-ME Los tres IRNA están superpuestos en 
ros300) P (verde) y E lamanilo) La cadena polipeptidica naciente 

v erterrada en un túnel en la subunidad nmbosómica grande que COMIENZA a 
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plejo mKNA- ribosoma-!RNA-peptidil. Se 


factores de liberación (RE). El cRE1 
ar a la del tRNA, actúa uniéndose al 
lo los codones de terminación di- 
rectamente. Al igual que algunos factores de iniciación y elongación 


anterioridad, cl segundo factor de liberación 
ue une GTP. El eRF3-GTP actúa 


ciden el destino del com 
han descubierto dos tipos de 
cucarionte, cuya forma es simil 
sitio A ribosómico y reconocienc 


que se analizaron con 


eucarionte, eRE3, es una proteína q pa n 
en conjunto con el eRFl para promover la escisión del peptidil-tRNA, 


liberando así la cadena polipeptídica completa (Fig. 4-27). Las bacte- 
rias tienen dos factores de liberación (REI y RF2), que son análogos 
funcionales de eRFl, y un factor que une GTP (RF3), que es análogo 
a CRE3. Nuevamente, la GTPasa eRF3 controla el reconocimiento co- 


rrecto de un codón de detención por el eRF1. El peptidil-'RNA unido 


al tRNA en el sitio P no se separa, terminando la traducción, hasta 
ido correcta- 


os tres codones de detención sea reconoci 


que uno de | 
erificación de lectura 


mente por el eRFl, otro ejemplo de un paso de v 


en la síntesis proteica. 
La liberación de la proteína completa deja un tRNA libre en el 


sitio P y el mRNA aún asociado con el ribosoma 805 y eRFl y eRF3- 
GDP unido en el sitio A. En los eucariontes ocurre un reciclado de 
ribosomas cuando este complejo posterminación se une a Una pro- 
teína llamada ABCEl1, que emplea energía procedente de la hidrólisis 
del ATP para separar las subunidades y liberar al mRNA. Los factores 
de iniciación elF1, elF1A y elF3 también se requieren y se cargan en 
la subunidad 405, dejándola lista para otra ronda de iniciación (Fig. 
4-24, arriba). En realidad, nunca se libera un mRNA libre como se 
representa en la Figura 4-27, por simplicidad. Más bien, el mRNA 
tiene otros ribosomas asociados con él en varias etapas de elonga- 
ción, PABP unidas a la cola de poliA y complejo elF4 asociado con el 
casquete 5, listo para unirse con otro complejo de preiniciación 435 


(Fig. 4-24). 


Los polisomas y el reciclaje rápido de los ribosomas 
incrementan la eficiencia de la traducción 


La traducción de una molécula eucarionte de mRNA individual para 
dar como resultado una proteína de tamaño típico toma entre uno y 
dos minutos. Hay dos fenómenos que incrementan de modo significa- 
tivo la tasa global a la cual las células pueden sintetizar una proteína: la 
traducción simultánea de una molécula única de mRNA por múltiples 
ribosomas y el rápido reciclado de subunidades ribosómicas después 
que se sueltan del extremo 3” terminal de un mRNA. La traducción 
simultánea de un mRNA por ribosomas múltiples es fácilmente obser- 
vable en fotomicrografías electrónicas y por análisis de sedimentación 
que muestran el mRNA unido a múltiples ribosomas que sostienen 
cadenas polipeptídicas nacientes en crecimiento. Estas estructuras de- 
nominadas polirribosomas o polisomas tenían aspecto circular, en las 
fotomicrografías electrónicas de algunos tejidos. Estudios posteriores 
con factores de iniciación purificados explicaron la forma circular de 
los polirribosomas y sugirieron los mecanismos por los cuales los ribo- 
somas reciclan de manera eficiente. 

Estos estudios revelaron que múltiples copias de la proteína que 
se una a poli(A) (PABP) interactúan tanto en la cola de poli(A) del 
mRNA como con la subunidad elF4G del elF4. Dado que la subuni- 
dad elF4E del elF4 se une a la estructura de casquete del extremo 5” 
terminal de un mRNA, los dos extremos de una molécula de mRNA 
están unidos por un puente mediante las proteínas intervinientes, 
formando un mRNA *circular” (Fig. 4-284). Dado que los dos extre- 
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FIGURA 4-27 Terminación de la traducción en eucariontes. Cuando 

un ribosoma que lleva una cadena proteica naciente llega a un codón de 
terminación (UAA, UGA, UAG), el factor de liberación eRF l entra al sitio A junto 
con el eRF3-GTP La hidrólisis del GTP unido es acompañada por la escisión de 
la cadena peptidica desde el ¡RNA del sitio P y la expulsión del IRNA del sitio E, 
formando un complejo de posterminación. Las subunidades del ribosoma se 
separan por acción de la ATPasa ABCE1 junto con los elF1, elFIA y elF3. La su- 
bunidad 405 se libera unida a estos elF lista para iniciar otro ciclo de traducción 


lease la Fa 4-44) 


están relativamente cercanos, las subunidades 
del extremo 3” se ubican cerca del 
iación por la interacción con la su- 


mos de un polisoma 
ribosómicas que se desprenden 
extremo 5, facilitando la rermic 


bunidad 408 y sus factores de iniciación asociados con el elF4 unido 
al casquete 5” La forma circular que se muestra en la Figura 4-28b 
se piensa que incrementa el reciclado ribosómico y así aumenta la 


eficiencia de la síntesis de proteínas. 


La superfamilia de las proteínas GTPasa funciona 
en varios pasos del control de calidad de la 
traducción 


Vemos ahora que una o más proteínas que unen GTP participan en 
cada etapa de la traducción. Estas proteínas pertenecen a la superfa- 
milia de las GTPasa de proteínas interruptoras que ciclan entre una 
forma activa unida a GTP y una forma inactiva unida a GDP (véa- 
se la Fig. 3-32). La hidrólisis del GTP unido provoca un cambio de 
conformación en la GTPasa y otras proteínas asociadas que resultan 
críticas para varios procesos moleculares complejos. En la iniciación 
de la traducción, por ejemplo, la hidrólisis del elF2-GTP al elF2-GDP 
evita un barrido ulterior del mRNA una vez que se encuentra el sitio 
de iniciación y permite la unión de la subunidad ribosómica grande a 
la subunidad pequeña (véase la Fig. 4-24, paso Ed). De modo similar, 
la hidrólisis de EFla:GTP a EFla-GDP durante la elongación de la 
cadena ocurre solamente cuando el sitio A está ocupado por un tRNA 
cargado con un anticodón que aparea sus bases con el codón del sitio 
A. La hidrólisis del GTP provoca un cambio de conformación en el 
EFlo. que da como resultado la liberación de su tRNA unido, permi- 
tiendo que el extremo 3” terminal aminoacilado del tRNA cargado se 
mueva a la posición requerida para la formación del enlace peptídico 
(Fig. 4-26, paso EJ). La hidrólisis de EF2-GTP a EF2-GDP lleva a la 
correcta translocación del ribosoma a lo largo del mRNA (véase la 
Fig. 4-26, paso EJ), y la hidrólisis de eRF3-GTP a eRF3-GDP asegura la 
correcta terminación de la traducción (Fig. 4-27). Dado que la hidró- 
lisis del enlace fosfodiéster de alta energía B-y del GTP es irreversible, 
el acoplamiento de estos pasos en la síntesis proteica a la hidrólisis del 
GTP evita que avancen en la dirección inversa. 


Las mutaciones sin sentido provocan la terminación 
prematura de la síntesis proteica 


Un tipo de mutación que puede inactivar un gen en cualquier orga- 
nismo es un cambio en un par de bases que convierte a un codón que 
normalmente codifica para un aminoácido en un codón de detención, 
p- ej. UAC (que codifica tirosina) > UAG (detención). Cuando esto 
ocurre precozmente en el marco de lectura, la proteína truncada re- 
sultante habitualmente no es funcional. Estas mutaciones se llaman sin 
sentido porque cuando el código genético que iguala cada triplete de 
codones con un aminoácido fue descifrado por los investigadores, se 
encontró que los tres codones de detención no codificaban aminoácido 
alguno —no “tenían sentido”-—. 

En estudios genéticos con la bacteria E. coli se descubrió que el 
efecto de una mutación sin sentido puede suprimirse por una segunda 
mutación en un gen de tRNA. Esto ocurre cuando la secuencia que 
codifica el anticodón en el gen de tRNA cambia a un triplete comple- 
mentario con el codón de detención original, p. ej., una mutación en el 
tRNA?” que cambia su anticodón de GUA a CUA, que puede aparear 
las bases con el codón de detención UAG. El tRNA mutante puede ser 
reconocido por la aminoacil sintetasa de tirosina y acoplarse a la tiro- 
sina. Las células que tiene tanto la mutación sin sentido original como 
la segunda mutación en el anticodón del gen de tRNA”" en consecuen- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 4-28 La estructura circular del mRNA incremen- 
ta la eficiencia de la traducción. El mRNA eucarionte forma una estructura 
circular debido a las interacciones de tres proteínas. (a) En presencia de la 
proteína que une poli(A) purificada (PABP), elF4E y elF4G, los mRNA eucariontes 
forman estructuras circulares, visibles en esta fotomicrografía electrónica de 
campo de fuerzas. En estas estructuras, las interacciones proteína-proteína 

y proteina-mRNA forman un puente entre los extremos 5'y 3'del mRNA. 

(b) Modelo de la síntesis proteica sobre polisomas circulares y subunidades 
ribosómicas en reciclado. Los ribosomas individuales múltiples pueden traducir 
de forma simultánea un mRNA eucarionte y se muestran aquí en forma circular 
estabilizados por interacciones entre proteínas unidas entre los extremos 3' y 

5. Cuando un ribosoma completa la traducción y se disocia desde el extremo 
3, las subunidades separadas pueden encontrar rápidamente el casquete 5' 


cercano (m?G) y la PABP unida a la cola de poli(A) e iniciar otro ciclo de síntesis. 
(Parte [a] cortesia ce A Sachs.) 


cia pueden insertar una tirosina en la posición del codón de detención 
mutante, permitiendo que la síntesis proteica continúe más allá de la 
mutación sin sentido original. Este mecanismo de supresión no es alta- 
mente eficiente, de modo tal que la traducción de los mRNA normales 
con un codón de detención UAG termina en la posición normal en la 
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mayoría de los casos. Si se produjera suficiente proteína codificada por 
sin sentido como para mantener sus 


el gen original con la mutación 
la primera mutación se diría que fue 


funciones esenciales, el efecto de 
suprimido por la segunda mutación en el anticodón del gen de URNA. 

Este mecanismo de supresión sin sentido es una herramienta po- 
derosa en los estudios genéticos de las bacterias. Por ejemplo, pueden 
aislarse virus bacterianos mutantes que no pueden crecer en células 
normales pero sí pueden hacerlo en células que expresan un RNA su- 
presor sin sentido porque el virus mutante tiene una mutación sin sen- 
tido en un gen esencial. Estos virus mutantes crecidos en las células con 
la supresión sin sentido, luego pueden ser usados en experimentos para 
analizar la función del gen mutante al infectar células normales que no 
suprimen la mutación y analizar qué paso en el ciclo de vida del virus 
es defectuoso en ausencia de la proteína mutante. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 4.4 


Síntesis secuencial de proteínas en los ribosomas 


* Tanto los ribosomas procariontes como eucariontes —los grandes 
complejos de ribonucleoproteínas sobre los cuales ocurre la traduc- 
ción— consisten en una subunidad pequeña y una grande (véase la Fig. 
4-22). Cada subunidad contiene numerosas proteínas diferentes y una 
molécula de rRNA (pequeña o grande). La subunidad grande contiene 
también un rRNA 5S accesorio en las bacterias y dos rTRNA accesorios 
en los eucariontes (55 y 5,85 en los vertebrados). 


* Los rRNA análogos de muchas especies distintas se pliegan en estruc- 
turas tridimensionales bastante similares que contienen numerosos 
tallo-bucles y sitios de unión para las proteínas, los mRNA y los tRNA. 


Las proteínas ribosómicas de mucho menor tamaño se asocian con la 
periferia de los rRNA. 


* De los dos tRNA de metionina presentes en las células, solo uno (tR- 
NAM“) funciona en la iniciación de la traducción. 


* Cada etapa de la traducción —la iniciación, la elongación de la cadena 
y la terminación— requiere factores proteicos específicos que inclu- 


yen la unión de proteínas al GTP que hidrolizan su GTP unido a GDP 
cuando se ha completado un paso en forma exitosa. 


* Durante la iniciación, las subunidades ribosómicas se ensamblan cer- 
ca del sitio de iniciación de la traducción en una molécula de mRNA 
con el IRNA que lleva la metionina amino terminal (Met-tRNAM*!) 
apareado por sus bases con el codón de iniciación (Fig. 4-24) 


* La elongación de la cadena implica un ciclo repetitivo de cuatro pasos: 
la unión laxa de un aminoacil-tRNA entrante al sitio A del ribosoma; 
la unión estrecha del aminoacil-tRNA correcto al sitio A acompañado 
de la liberación del tRNA usado previamente desde el sitio E; la trans- 
ferencia de la cadena peptidil creciente al sitio del aminoácido entrante 
catalizado por el TRNA grande y la translocación del ribosoma al codón 


siguiente, moviendo por lo tanto el peptidil-tRNA del sitio A al sitio P 
y del tRNA ahora no acilado del sitio P al sitio E (véase la Fig. 4-25). 


- En cada cic : ; y 
En 0 de elongación de la cadena, el ribosoma sufre dos cam- 
pod a Sen PrmRción controlados por las proteínas que se unen al 
+ El primero (EF 0) permite la unión estrecha del aminoaciltRNA 


entrante al sitio A y la expulsión de un tRNA desde el sitio E, y el segun- 
do (EF2) conduce a la translocación. 


a 
en los codones de terminación 
y los que promueven la hidrólisis del peptidil-tRNA (véase la Fig. 4-27). 
Una vez más, el reconocimiento correcto de un codón de terminación 
es controlado por una GTPasa (eRF3). 
* La eficiencia de la síntesis proteica se incrementa por la traducción 
simultánea de un único mRNA por múltiples ribosomas formando un 
polirribosoma, o simplemente polisoma. En las células eucariontes, las 
interacciones mediadas por proteínas acercan los dos extremos de un 
polirribosoma y promueven así el rápido reciclado de las subunidades 
ribosómicas, lo cual incrementa adicionalmente la eficiencia de la sín- 
tesis proteica (véase la Fig. 4-28b). 


4.5 Replicación del DNA 


Ahora que hemos visto de qué manera la información genética codi- 
ficada en la secuencia de nucleótidos del DNA se traduce a las proteí- 
nas que desempeñan la mayoría de las funciones celulares, podemos 
apreciar la necesidad de copiar con precisión las secuencias de DNA 
durante la replicación de éste en la preparación para la división celu- 
lar (véase la Fig. 4-1, paso EJ). El apareamiento regular de bases en la 
estructura de doble hélice del DNA sugirió a Watson y Crick que se 
sintetizan nuevas hebras empleando las hebras existentes (parentales) 
como moldes para la formación de hebras nuevas hijas, complemen- 
tarias a las hebras parentales. 

Este modelo de apareamiento de bases con el molde, teóricamen- 
te podría proceder por un mecanismo conservador o semiconservador. 
En un mecanismo conservador, las dos hebras hijas formarían una 
nueva molécula de DNA de dos hebras (dúplex) y el dúplex parental 
permanecería intacto. En un mecanismo semiconservador, las hebras 
parentales se separan en forma permanente y cada una de ellas forma 
una molécula dúplex en la que la hebra hija se aparea por sus bases 
con ella. La evidencia definitiva de que el dúplex de DNA se replicaba 
por un mecanismo semiconservador provino del que ahora es un ex- 
perimento clásico llevado a cabo por M. Meselson y W. F. Stahl, que 
se esquematiza en la Figura 4-29. 

El copiado de una hebra molde de DNA a una hebra comple- 
mentaria es así una característica común de la replicación del DNA, 
la transcripción del DNA a RNA y, como veremos más tarde en este 
capítulo, la reparación y recombinación del DNA. En todos los casos, 
la información en el molde en forma de una secuencia específica de 
nucleótidos se preserva. En algunos virus, las moléculas de DNA de 
una sola hebra funcionan como moldes para la síntesis de RNA com- 
plementario o para hebras de DNA. Sin embargo, la amplia prepon- 
derancia de RNA y DNA en las células se sintetiza a partir del DNA 


dúplex preexistente. 


Las DNA polimerasas requieren un cebador para 
iniciar la replicación 


De manera análoga al RNA, el DNA se sintetiza a partir de precursores 
desoxinucleósido 5 -trifosfato (1NTP). También, al igual que la síntesis 
de RNA, la síntesis de DNA procede siempre en la dirección 5” > 3' 
porque el crecimiento de la cadena resulta de la formación de un en- 
lace fosfoéster entre el oxígeno 3' de una hebra creciente y el fosfato O. 
de un dNTP (véase la Fig. 4-10a). Como se analizó previamente, una 
RNA polimerasa puede encontrar un sitio de iniciación de transcrip- 
ción adecuado en un dúplex de DNA e iniciar la síntesis de un RNA 
complementario a la hebra molde de DNA (véase la Fig. 4-11). Por 
el contrario, las DNA polimerasas no pueden iniciar la síntesis de la 
cadena de novo; en lugar de ello, requieren una hebra corta preexis- 
tente de RNA o DNA, llamada un cebador, para iniciar el crecimiento 
de la cadena. Con cebador apareado por sus bases a la hebra molde, la 
DNA polimerasa añade desoxinucleótidos al grupo hidroxilo libre del 
extremo 3” terminal del cebador según está dirigido por la secuencia de 
la hebra molde: 


Cebador 


Hebra molde 


Cuando el cebador es el RNA, la hebra hija que se forma es RNA en el 
extremo 5” terminal y DNA en el extremo 3” terminal. 


El DNA dúplex se desenrolla y las hebras hijas se 
forman en la horquilla de replicación del DNA 


Para que el DNA dúplex funcione como molde durante la replica- 
ción, las dos hebras enrolladas deben desenrollarse o separarse para 
que las bases queden accesibles con el fin de aparearse con las bases de 
los NTP que se polimerizarán en las hebras hijas recién sintetizadas. 
Este desenrollamiento de las hebras de DNA parentales está a cargo de 
helicasas específicas, y comienza en segmentos únicos en la molécula 
de DNA llamados orígenes de replicación o simplemente orígenes. Las 
secuencias de nucleótidos de los orígenes de diferentes organismos va- 
rían extensamente aunque, por lo habitual, contienen secuencias ricas 
en A-T. Una vez que las helicasas han desenrollado el DNA parental 
en un origen, una polimerasa de RNA especializada llamada primasa 
forma un cebador de RNA corto complementario a las hebras de molde 
desenrolladas. El cebador, aún apareado por sus bases a la hebra com- 
plementaria de DNA, luego se elonga por acción de una DNA polime- 
rasa formando una nueva hebra hija. 

La región de DNA en la cual estas proteínas se juntan para llevar 
a cabo la síntesis de hebras hijas se llama horquilla de replicación. A 
medida que la replicación avanza, la horquilla de replicación y las pro- 
teínas asociadas se alejan del origen. Como se indicó previamente, el 
desenrollamiento local del DNA dúplex produce estrés de torsión que 
se alivia por acción de la topoisomerasa 1. Para que las DNA polime- 
rasas se muevan y copien un DNA dúplex, la helicasa debe desenrollar 


secuencialmente el dúplex y la topoisomerasa debe eliminar los super- 
enrollamientos que forma. 
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la) Resultados predichos 


(b) Resultados reales 
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FIGURA EXPERIMENTAL 4-29 El experimento de Meselson-Stahl. Este ex- 
perimento mostró que el DNA se replica mediante un mecanismo semiconser- 
vativo. Las células de E. coli se desarrollaron inicialmente en un medio con sales 
de amonio preparado con nitrógeno "pesado" ('9N) hasta que todo el DNA 
celular quedó marcado. Luego, las células se transfirieron a un medio que con- 
tenía el isótopo normal “ligero” ('*N), las muestras se removían periódicamente 
de los cultivos y el DNA de cada muestra se analizaba por centrifugación en 
equilibrio de gradiente de densidad, un procedimiento que separa las macro- 
moléculas de acuerdo con su densidad. Esta técnica puede separar los dúplex 
pesado-pesado (H-H), ligero-ligero (L-L) y pesado-ligero (H-L) en distintas ban- 
das. (a) La composición esperada de las moléculas dúplex hijas sintetizadas a 
partir del DNA marcado con 'ÍóN a partir de las células de £. coli que se cambian 
a un medio que contiene !*N si el DNA se replicara mediante un mecanismo 
conservativo o semiconservativo. Las cadenas parentales pesadas (H) aparecen 
en rojo; las cadenas ligeras (L) sintetizadas después del cambio al medio que 
contiene '*N aparecen en azul. Nótese que el mecanismo conservativo nunca 
genera DNA H-L y que el mecanismo semiconservativo nunca genera DNA 
H-H, sino DNA H-L durante la primera y la segunda duplicación. En los ciclos 
de replicación adicionales, las hebras del DNA original marcado con '%N (H) se 
diluyen, de modo tal que la gran masa de DNA consistirá en dúplex L-L cual- 


Una complicación central en la operación de la horquilla de re- 
plicación del DNA surge de dos propiedades: las dos hebras del ADN 
dúplex parental son antiparalelas y las DNA polimerasas (tal como las 
RNA polimerasas) pueden añadir los nucleótidos a las nuevas hebras 
crecientes solo en la dirección 5” > 3” La síntesis de una hebra hija, lla- 
mada la hebra conductora, puede proceder en forma continuada des- 
de un cebador de RNA en dirección 5” > 3”, la misma dirección que el 
movimiento de la horquilla de replicación (Fig. 4-30). El problema tiene 
lugar en la síntesis de la otra hebra hija, llamada la hebra retardada. 
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quiera que sea el mecanismo. (b) Patrones de bandas reales del DNA sometido 
a centrifugación en equilibrio de gradiente de densidad antes y después del 
cambio de las células de E. coli marcadas con '3N al medio que contiene '*N. 
Las bandas de DNA se visualizaron con luz UV y se fotografiaron. Los trazos 

de la izquierda son una medida de la densidad de la señal fotográfica y por lo 
tanto de la concentración del DNA a lo largo de las células centrifugadas de 
izquierda a derecha. El número de generaciones (extremo izquierdo) que sigue 
al cambio al medio con '*N fue determinado contando la concentración de 
células de E. coli en el cultivo. Este valor corresponde al número de ciclos de 
replicación que ocurrieron en el momento en que se tomó cada muestra. Des- 
pués de una generación de cultivo, todo el DNA extraído tenía la densidad del 
DNA H-L. Después de 1,9 generaciones, aproximadamente la mitad del DNA 
tenía la densidad del DNA H-L y la otra mitad tenía la densidad del DNA L-L. En 
las generaciones adicionales, una fracción cada vez mayor del DNA extraído 
consistía en dúplex L-L; nunca aparecieron dúplex H-H. Estos resultados se ade- 
cuan al patrón predicho del mecanismo de replicación semiconservativo que 
se muestra en (a). Las dos centrifugaciones inferiores contienen mezclas de 
DNA H-H y DNA aislado en las generaciones 1,9 y 4,1 para mostrar con claridad 
las posiciones del DNA H-H, H-L y L-L en el gradiente de densidad. (Parte (b] tomada 
de M. Meselson y F. W. Stahl, 1958, Proc. Nat Acad. Sci. USA 44:671,) 


Dado que el crecimiento de la hebra retardada debe ocurrir en la 
dirección 5” > 3, el copiado de esta hebra molde debe ocurrir de algún 
modo en la dirección opuesta al movimiento de la horquilla de repli- 
cación. Una célula cumple su destino sintetizando un nuevo cebador 
cada pocos cientos de bases aproximadamente en la segunda hebra pa- 
rental, a medida que la hebra queda expuesta por el desenrollamiento. 
Cada uno de estos cebadores, apareados por sus bases a la hebra molde, 
se alarga en la dirección 5” > 3” formando segmentos discontinuos lla- 
mados fragmentos de Okazaki por su descubridor, Reiji Okazaki (véa- 
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¿J) ANIMACIÓN: Polimerización de nucleótidos por la DNA polimerasa 


FIGURA 4-30 Hebra conductora y hebra retardada en la 
síntesis del DNA. Los nucleótidos se añaden por la DNA poli- 
merasa a cada hebra hija creciente en dirección 5'> 3' (indicado 
por el sentido de las flechas). La hebra conductora se sintetiza en 
forma continua a partir de un cebador de RNA único (en rojo) en 

su extremo 5'terminal. La hebra retardada se sintetiza de manera 
discontinua a partir de múltiples cebadores de RNA que se forman 
periódicamente a medida que cada nueva región del dúplex 
parental se desenrolla. La elongación de estos cebadores produce 
inicialmente fragmentos de Okazaki. A medida que cada fragmento 
creciente se aproxima al cebador previo, el cebador se elimina y 
estos fragmentos se unen. La repetición de este proceso finalmente 
resulta en la síntesis de la hebra retardada completa. 


se la Fig. 4-30). El cebador de RNA de cada fragmento de Okazaki se 
elimina y se reemplaza por la cadena de RNA creciente del fragmento 
de Okazaki vecino; finalmente, una enzima llamada DNA ligasa une los 
fragmentos adyacentes. 


Varias proteínas participan en la replicación 
del DNA 


La comprensión detallada de las proteínas eucariontes que participan 
en la replicación del DNA provino inicialmente de estudios con DNA 
virales pequeños, en particular el DNA del SV40, el genoma circular 
de un virus pequeño que infecta a los monos. Las células infectadas 
por los virus replican grandes números del genoma simple de los vi- 
rus en un período breve, haciéndolos sistemas modelo ideales para el 
estudio de aspectos básicos de la replicación del DNA. Dado que los 
virus simples como SV40 dependen en gran medida de la maquina- 
ria de replicación de sus células huésped (en este caso las células de 
mono), ofrecen una oportunidad única para estudiar la replicación 
de múltiples moléculas de DNA pequeñas idénticas por proteínas ce- 
lulares. La Figura 4-31 muestra las múltiples proteínas que coordinan 
el copiado del DNA del SV40 en una horquilla de replicación. Las 
proteínas ensambladas en una horquilla de replicación ilustran ade- 
más el concepto de máquinas moleculares presentado en el Capítulo 
3. Estos complejos de múltiples componentes permiten que la célula 
lleve a cabo una secuencia ordenada de eventos que desempeña fun- 
ciones celulares esenciales. 

La máquina molecular que replica el DNA de Sv40 contiene solo 
una proteína del virus. Todas las demás proteínas implicadas en la re- 
plicación del DNA del SV40 son proporcionadas por la célula hués- 
ped. Esta proteína viral, el antígeno T grande, forma una helicasa de 
replicación hexamérica, una proteína que emplea la energía provenien- 
te de la hidrólisis del ATP para desenrollar las hebras parentales en la 
horquilla de replicación. Los cebadores para las hebras hijas conduc- 
tora y retardada del DNA son sintetizadas por un complejo de una 
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primasa, que sintetiza un cebador de RNA corto de = 10 nucleótidos, 
y una DNA polimerasa al (Pol (xx), que extiende el cebador de RNA con 
desoxinucleótidos en otros = 20 nucleótidos, formando un cebador 
mixto RNA-DNA. 

El cebador se extiende en la hebra hija de DNA por acción de la 
DNA polimerasa 8 (Pol 8) y la DNA polimerasa € (Pol €), que es menos 
probable que cometan errores durante el copiado de la hebra molde 
que la Pol Q£ por su mecanismo de verificación de lectura (véase la 
Sección 4.7). Estudios recientes indican que durante la replicación del 
DNA celular la Pol Ó sintetiza la hebra retardada del DNA, mientras 
que la Pol € sintetiza la mayor parte de la longitud de la hebra con- 
ductora. La Pol $ y la Pol € forman cada una un complejo con el Rfc 
(factor de replicación C, en inglés replication factor C) y un PCNA 
(antígeno nuclear de proliferación celular, en inglés proliferating cell 
nuclear antigen) que desplaza al complejo primasa-Pol a después de 
la síntesis del cebador. Como se ilustró en la Figura 4-31b, el PCNA es 
una proteína homotrimérica que tiene un agujero central a través del 
cual pasa el ADN dúplex hijo, lo cual evita que los complejos PCNA- 
Rfc-Pol 6 y PCNA-Rfc-Pol € se disocien del molde. Como tal, el PCNA 
se conoce como una pinza deslizante que permite que la Pol 5 y la Pol 
€ se asocien de manera estable con una única hebra molde durante 
miles de nucleótidos. El Rfc funciona abriendo el anillo de PONA de 
modo tal que pueda rodear a la región corta de DNA de doble cadena 
sintetizado por la Pol at. En consecuencia, el Rfc se llama a menudo el 
cargador de la pinza. 

Después de que el DNA parental se ha separado en moldes de 
hebras sencillas en la horquilla de replicación, se une con múltiples 
copias de RPA (proteína de replicación A, en inglés replication pro- 
tein A), una proteína heterotrimérica (Fig. 4-31c). La unión de la RPA 
mantiene al molde en una conformación uniforme Óptima para que 
el DNA sea copiado por polimerasas. Las proteínas RPA unidas se 
descargan de las hebras parentales por acción de las Pol az, Pol 5 y Pol 
€ a medida que estas sintetizan las hebras complementarias apareadas 
por sus bases con las hebras parentales. 
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(3) ANIMACIÓN FOCALIZADA: Coordinaci 


(a) Horquilla de replicación del DNA de SV40 
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FIGURA 4-31 Modelo de una horquilla de replicación de un DNA de 
$V40. (a) Un hexámero de un antígeno T grande (HI), una proteína viral, funcio- 
na como una helicasa para desenrollar las hebras de DNA parentales. Las regio- 
nes de hebra simple del molde parental que son desenrolladas por el antígeno 
T grande se unen a múltiples copias de una proteína RPA heterotrimérica (EJ). 
La hebra conductora es sintetizada por un complejo de DNA polimerasa e (Pol 
€). PCNA y Ríc (E). Los cebadores para la síntesis de la hebra retardada (en rojo, 
RNA; en azul claro, DNA) son sintetizados por un complejo de DNA polimerasa 
a (Pol a) y una primasa (E3). Por el extremo 3' terminal de cada cebador sinte- 
tizado por la Pol a-primasa luego es unido por un complejo PCNA-Rfc-Pol 8 
que procede a extender el cebador y sintetiza la mayoría de cada fragmento de 
Okezaki (83). (b) Las tres subunidades de la PCNA que se muestran en diferentes 
colores forman una estructura circular con un agujero central a través del cual 
pasa el DNA de doble hebra. En el centro de un modelo de cintas del trimero 
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de la PCNA se muestra un diagrama del DNA. El diagrama que se encuentra 
arriba a la izquierda muestra un ícono que representa a la PCNA unida al DNA 
en (a). (c) La subunidad grande de la RPA contiene dos dominios que unen 
DNA de hebra simple. A la izquierda, la estructura determinada por los dos 
dominios que unen DNA de la subunidad grande que se unen al DNA de hebra 
simple se muestran con el esqueleto de DNA (esqueleto blanco con bases 
azules), paralelo al plano de la página. Nótese que la hebra de DNA simple se 
extiende con las bases expuestas, una conformación óptima para la replicación 
por la DNA polimerasa. A la derecha, la vista es hacia abajo en toda la longitud 
de la hebra simple de DNA, lo que revela el modo en que la RPA P se envuelve 
alrededor del DNA. El diagrama de la parte inferior muestra el ícono que 
representa la RPA unida al DNA en la parte (a). (Parte [a] adaptada de $. ). Flint y cols, 2000, 
Virology: Molecular Biology, Pathogenesis, and Control, ASM PRess. Parte [b] adaptada de J M. Gulbis y cols.. 
1996, Cell 87:297. Parte [c] adaptada de A. Bochkarev y cols. 1997, Nature 385:176,) 
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Otras varias proteínas eucariontes que funcionan en la replicación 
del DNA no se muestran en la Figura 4-31. Por ejemplo, la topoisome- 
rasa ] se asocia con el DNA parental más allá de la helicasa replicativa, 
es decir, a la izquierda del antígeno T en la Figura 4-31, para eliminar 
el estrés de torsión inducido por el desenrollamiento de las hebras pa- 
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rentales (véase la Fig. 4-84). La ribonucleasa H y la FEN 1 remueven los 
ribonucleótidos en los extremos 5” de los fragmentos de Okazaki; estos 
son reemplazados por desoxinucleótidos añadidos por la DNA poli- 
merasa Ó a medida que extiende los fragmentos de Okazaki corriente 
arriba. Sucesivos fragmentos de Okazaki se acoplan por DNA ligasas a 
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FIGURA EXPERIMENTAL 4-32 Replicación bidireccional del DNA del 
SV40. La microscopía electrónica del DNA del SV40 en replicación indica el 
crecimiento bidireccional de las hebras del DNA desde un origen, El DNA viral 
en replicación de células infectadas por SV40 fue cortado so enzima des 
restricción ECORI que reconoce un sitio en el DNA circular. Esto se hizo para 
proporcionar una zona indicativa de una secuencia específica en el poa 
de SV40: la secuencia de reconocimiento de la ECORI ahora es fácilmente 
reconocida dado que los extremos de las moléculas de DNA lineal se visualizan 
por microscopia electrónica. Las fotomicrografías electrónicas de las moléculas 
de DNA del SV40 en replicación cortadas por la EcoRl mostraron una colección 
de moléculas cortadas con “burbujas” de replicación de longitudes crecientes 
cuyos centros se encuentran a una distancia constante de cada extremo de 
las moléculas de corte. Este hallazgo es compatible con el crecimiento de la 
cadena en dos direcciones a partir de un origen común localizado en el centro 


de una burbuja, según se ilustró en los diagramas correspondientes. (Véase G. C. 
Fareed y Cols., 1972, J. Virol. 10:484; las fotografias son cortesía de N. P Salzman.) 


través de enlaces fosfoéster 5 —> 3” estándar. Otras DNA polimerasas 
especializadas están implicadas en la reparación de los apareamientos 
incorrectos y las lesiones en el DNA (véase la Sección 4.7). 


La replicación del DNA ocurre bidireccionalmente 
desde cada origen 


Como se indicó en las Figuras 4-30 y 4-31, ambas hebras parentales de 
DNA que están expuestas por el desenrollamiento local en una horqui- 
lla de replicación, son copiadas a una hebra hija. En teoría, la replica- 
ción del DNA a partir de un origen único podría implicar una horqui- 
lla de replicación que se mueve en una dirección. En forma alternativa, 
dos horquillas de replicación podrían ensamblarse en un único origen 
y luego moverse en direcciones opuestas conduciendo a un crecimiento 
bidireccional de ambas hebras hijas. Varios tipos de experimentos, in- 
cluyendo el que se muestra en la Figura 4-32, proporcionaron eviden- 
cia inicial en apoyo del crecimiento bidireccional de las hebras. 

El consenso general es que todas las células procariontes y euca- 
riontes emplean un mecanismo bidireccional de replicación del DNA. 
En el caso del DNA del SV40, la replicación se inicia por la unión de 
dos helicasas hexaméricas del antígeno T grande a un origen único 
del SV40 y se ensamblan otras proteínas para formar dos horquillas 
de replicación. Estas luego se alejan del origen de SV40 en direcciones 
opuestas y la síntesis de la hebra conductora y de la hebra retardada 
ocurre en ambas horquillas. Como se muestra en la Figura 4-33, la 
horquilla de replicación izquierda extiende la síntesis de DNA hacia 
la izquierda; en forma semejante, la horquilla de replicación derecha, 
extiende la síntesis de DNA hacia la derecha. 

A diferencia del DNA del SV40, las moléculas de DNA cromosó- 
mico eucarionte contienen múltiples orígenes de replicación separados 
por decenas a cientos de kilobases. Una proteína de seis subunidades 
llamada ORC (por su nombre en inglés origin recognition complex), o 
complejo de reconocimiento del origen, se une a cada origen y se asocia 
con otras proteínas requeridas para Cargar las helicasas hexaméricas ce- 
lulares compuestas por seis proteínas MCM homólogas. Dos helicasas 
MCM opuestas separan las hebras parentales en un origen y las proteí- 
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nas RPA se unen al DNA resultante de una sola hebra. Las síntesis de 


los cebadores y los pasos posteriores en la replicación del DNA celular 
se creen análogos a los que ocurren en la replicación del DNA del SV40 
(véanse las Fig. 4-31 y 4-33). 

La replicación del DNA celular y otros eventos que conducen a la 
proliferación de las células están estrechamente regulados, de modo tal 
que se produce el número adecuado de células que constituyen cada te- 
jido durante el desarrollo y durante la vida de un organismo. El control 
del paso de iniciación es el mecanismo primario para la regulación de la 
replicación celular del DNA, La activación de la actividad de la helicasa 
MCM que se requiere para iniciar la replicación del DNA celular está 
regulada por proteína-cinasas llamadas cinasas dependientes de ciclinas 
de la fase S. Otras cinasas dependientes de ciclinas regulan aspectos 
adicionales de la proliferación celular que incluyen el complejo proceso 
de la mitosis por el cual una célula eucarionte se divide en dos células 
hijas. La mitosis y otro tipo especializado de división celular llamado 
meiosis, que genera óvulos y espermatozoides haploides, se analizan en 
el Capítulo 5. En el Capítulo 20 tratamos los distintos mecanismos de 
regulación que determinan la velocidad de la división celular. 


4.5 Replicación del DNA 149 


¿y ANIMACIÓN FOCALIZADA: Coordinación de la síntesis de la hebra conductora y de la hebra retardada 


FIGURA 4-33 Mecanismo bidireccional de la replicación de DNA. La 
horquilla de replicación de la izquierda aquí es comparable a la horquilla de 
replicación representada en la Figura 4-31, que muestra también proteínas 
distintas del antígeno T grande. Arriba: dos helicasas hexaméricas, antígeno T 
grandes se unen primero al origen de replicación en orientaciones opuestas. 
Paso HE: empleando la energía provista por la hidrólisis del ATP, las helicasas se 
mueven en direcciones opuestas desenrollando el DNA parental y generando 
moldes de hebra simple que se unen a proteínas RTA. Paso El los complejos 
primasa-Pol a sintetizan cebadores cortos (en rojo) apareados por sus bases a 
cada una de las hebras parentales separadas. Paso El: los complejos PCNA-Rfc- 
Pol 8/€ reemplazan a los complejos primasa-Pol at y extienden los cebadores 
cortos generando hebras conductoras (en verde oscuro) en cada horquilla de 
replicación. Paso EX las helicasas desenrollan más lejos las hebras parentales y 
las proteínas RPA se unen a las regiones de hebra simple recién expuestas. Paso 
El los complejos PCNA-Rfc-Pol 3 extienden las hebras conductoras más lejos. 
Paso EX los complejos primasa-Pol a sintetizan los cebadores para la síntesis 

de la hebra retardada en cada horquilla de replicación. Paso HH: los complejos 
PCNA-Rfc-Pol $ desplazan a los complejos primasa-Pol ar y extienden los frag- 
mentos de Okazaki de la hebra retardada (en verde claro) que Ánalmente que- 
dan unidos a los extremos 5'terminal de las hebras conductoras. La posición en 
la que ocurre la unión está representada por un círculo. La replicación continúa 
por el desenrollamiento más lejos de las hebras parentales y la síntesis de las 
hebras conductoras y retardadas como aparece en los pasos EHH. Si bien se 
muestran como pasos individuales por razones de claridad, el desenrollamien- 
to y la síntesis de las hebras conductora y retardada ocurren simultáneamente. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 4.5 
Replicación del DNA 


+ Cada hebra de un dúplex parental de DNA actúa como molde para la 
síntesis de una hebra hija y permanece apareada por sus bases a la nue- 
va hebra formando una dúplex hija (“mecanismo semiconservativo”). 
Las nuevas hebras se forman en la dirección 5” > 3”. 


+ La replicación se inicia en una secuencia llamada origen. Cada molé- 
cula de DNA cromosómico eucarionte contiene múltiples orígenes de 


replicación. 


- Las DNA polimerasas, a diferencia de las RNA polimerasas, no pue- 
den desenrollar las hebras del dúplex de DNA y no pueden iniciar la 
síntesis de hebras nuevas complementarias a las hebras molde. 


+ En una horquilla de replicación, una hebra hija (la hebra conductora) 
se elonga en forma continua. La otra hebra hija (la hebra retardada) se 
forma como una serie discontinua de fragmentos de Okazaki a partir 
de cebadores sintetizados cada pocos cientos de nucleótidos (Fig. 4-30). 


* Los ribonucleótidos en el extremo 5” terminal de cada fragmento de 
Okazaki son eliminados y reemplazados por elongación del extremo 3” 
terminal del fragmento de Okazaki siguiente. Finalmente, los fragmen- 
tos de Okazaki adyacentes se unen por acción de la DNA ligasa. 


* Las helicasas emplean la energía de la hidrólisis del ATP para separar 
las hebras parentales (molde) del DNA que inicialmente están unidas 
por múltiples copias de proteínas que unen el DNA de hebra simple, 
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RPA. La primasa sintetiza un cebador de RNA corto, que permanece 
apareado por sus bases al DNA molde. Éste inicialmente se extiende en 
el extremo 3” terminal por acción de la polimerasa de DNA a (Pol a), 
dando como resultado una hebra hija corta (5') RNA-(3')DNA. 


« La mayoría del DNA en las células eucariontes 
Pol S y la Pol € que proviene de la Pol uz y continúan la elongación de 
la hebra hija en la dirección 5 > 3”. La Pol 8 sintetiza la de arte 
de la longitud de la hebra retardada, mientras que la Pol € alias la 


hebra conductora. La Pol S y la Pol € permanecen asociadas en forme 
estable con el molde uniéndose a la proteína Rfc 


es sintetizado por la 


PCNA í > que a su vez se une a la 
e PA trimérica que rodea a la molécula de DNA dúplex 
hija, y funciona como una pinza deslizante (véase la Fig. 4-31). 


* La replicación del DNA ocurre generalmente por un mecanismo bi- 
direccional en el cual dos horquillas de replicación se forman en un 


origen y se mueven en direcciones Opuestas, con ambas hebras molde 
copiadas en cada horquilla (véase la Fig. 4-33). 


» La síntesis del DNA eucarionte in vivo está regulada por el control de 
la actividad e las helicasas MCM que inician la replicación del DNA en 
múltiples orígenes espaciados a lo largo del DNA cromosómico. 


4.6 Reparación y recombinación del DNA 


El daño al DNA es inevitable y surge de muchos modos. El daño al 
DNA puede ser provocado por escisión espontánea de los enlaces quí- 
micos presentes en la molécula, por agentes ambientales como la radia- 
ción ultravioleta o ionizante y por la reacción con productos químicos 
genotóxicos que son productos secundarios del metabolismo normal 
celular o que existen en el ambiente. Un cambio en la secuencia normal 
de DNA, llamado mutación, puede producirse durante la replicación 
cuando una DNA polimerasa inserta el nucleótido incorrecto a medida 
que lee un molde dañado. La mutación también puede ocurrir a una 
baja frecuencia como resultado de un error de copiado introducido por 
las DNA polimerasas cuando replican un molde que no tiene daños. Si 
no se corrigieran mutaciones de este tipo, las células podrían acumular 
tantas mutaciones que ya no podrían operar adecuadamente. Además, 
el DNA de las células germinales podría incurrir en tantas mutaciones 
que sería imposible que se formara una descendencia viable. De este 
modo, la prevención de los errores de secuencia en el DNA de todos 
los tipos de células es importante para la supervivencia y han evolucio- 
nado varios tipos de mecanismos celulares para la reparación del DNA 
dañado y para corregir errores de secuencia. Uno de estos mecanismos 
para reparar las roturas en el DNA de doble hebra es el proceso de re- 
combinación, también usado por las células eucariontes para generar 
nuevas combinaciones de genes maternos y paternos en cada cromoso- 
ma mediante el intercambio de segmentos de estos durante la produc- 
ción de células germinales (p. ej. espermatozoides y óvulos). 

Resulta significativo que los defectos en los mecanismos de repara- 
ción del DNA y el cáncer estén estrechamente relacionados. Cuando los 
mecanismos de reparación se encuentran comprometidos, se acumu- 
lan mutaciones en el DNA de las células. Si estas mutaciones afectan ge- 
nes que normalmente están implicados en la cuidadosa regulación de 
la división celular, las células pueden comenzar a dividirse de manera 
descontrolada llevando a la formación de tumores y al cáncer. El Ca- 
pitulo 25 muestra en detalle de qué manera surge el cáncer a partir de 
defectos en la reparación del DNA. Encontraremos algunos ejemplos 
también en esta sección y también consideraremos los modos en que 


puede estar comprometida la integridad del DNA; luego analizaremos 
los mecanismos de reparación que han evolucionado en las células para 
asegurar la fidelidad de esta molécula tan importante. 


Las DNA polimerasas introducen errores de copiado 
y también los corrigen 


La primera línea de defensa en la prevención de las mutaciones es la 
propia DNA polimerasa. En ocasiones, cuando la DNA polimerasa re- 
plicativa avanza a lo largo del molde de DNA, se añade un nucleótido 
incorrecto al extremo 3” creciente de la hebra hija. Las DNA polimera- 
sas de E. coli, por ejemplo, presentan aproximadamente un nucleótido 
incorrecto por cada 10* (diez mil) nucleótidos polimerizados. La tasa 
de mutación medida en las bacterias es mucho más baja: aproximada- 
mente un error en 10? (mil millones) de nucleótidos incorporados a 
una hebra creciente. Esta notable precisión se debe en gran medida a la 
verificación de lectura hecha por las DNA polimerasas de E. coli. La Pol 
$ y Pol € eucariontes emplean un mecanismo similar. 

La verificación de la lectura depende de la actividad 3” > 5” exo- 
nucleasa de algunas polimerasas de DNA. Cuando se incorpora alguna 
base incorrecta durante la síntesis de DNA, el apareamiento de bases 
entre el nucleótido 3” de la hebra naciente y la hebra molde no se pro- 
duce. En consecuencia, la polimerasa hace una pausa, luego transfiere 
el extremo 3” de la cadena creciente al sitio de la exonucleasa donde la 
base apareada de manera incorrecta se elimina (Fig. 4-34). Luego, el 
extremo 3” se transfiere nuevamente al sitio de la polimerasa donde 
esta región se copia correctamente. Las tres polimerasas del DNA de 
E. coli tienen actividad de verificación de la lectura al igual que las dos 
polimerasas eucariontes de DNA, Ó y e, empleadas para la replicación 
de la mayoría del DNA cromosómico de las células animales. Parece 
probable que la verificación de la lectura sea indispensable para todas 
las células con el fin de evitar mutaciones excesivas. 


El daño químico y por radiación al DNA 
pueden provocar mutaciones 


El DNA está continuamente sujeto a un bombardeo de reacciones quí- 
micas dañinas; ¡se estima que el número de eventos que pueden dañar 
al DNA en una célula humana individual va de 10* a 10% por día! Aun si 
el DNA no se expusiera a productos químicos dañinos, ciertos aspectos 
de la estructura del DNA son inherentemente inestables. Por ejemplo, 
el enlace que conecta una base púrica a la desoxirribosa es propenso a 
la hidrólisis a baja tasa en condiciones fisiológicas, dejando a un azú- 
Car sin una base unida. Así, la información codificante se pierde y esto 
puede llevar a una mutación durante la replicación del DNA. Las reac- 
ciones celulares normales que incluyen el movimiento de electrones a 
lo largo de la cadena de transporte electrónico de las mitocondrias y la 
oxidación de los lípidos en los peroxisomas producen varias sustancias 
químicas que pueden reaccionar con el DNA y dañarlo, incluidos los 
radicales hidroxilo y el superóxido (O,”). Estos también pueden provo- 
car mutaciones que incluyen a las que generan cánceres. 

Muchas mutaciones espontáneas son mutaciones puntuales, que 
implican un cambio en un único par de bases de la secuencia de DNA. 
Esto puede introducir un codón de parada, provocando una mutación 
sin sentido, como se analizó previamente, o un cambio en la secuen- 
cia de una proteína codificada, llamada mutación de sentido equivoca- 
do (missense). Las mutaciones silenciosas no cambian la secuencia de 
aminoácidos (p. ej., GAG por GAA; ambas codifican glutamina). Las 
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FIGURA 4-34 Verificación de lectura por la DNA polimerasa. Todas las 
ONA polimerasas tienen una estructura tridimensional similar, que se asemeja 
auna mano derecha semiabierta. Los “dedos” se unen al segmento de hebra 
simple de la hebra molde y la actividad catalítica de la polimerasa (Pol) se ubica 
en la unión entre los dedos y la palma. En tanto se añadan los nucleótidos co- 
rrectos al extremo 3'de la hebra en crecimiento, permanecerá en el sitio de la 
polimerasa. La incorporación de una base incorrecta en el extremo 3' provoca 


mutaciones puntuales también pueden presentarse en una secuencia 
de DNA que no codifique proteínas y funcione en la regulación de la 
transcripción génica, tal como se analiza en el Capitulo 7. Una de las 
mutaciones puntuales más frecuentes proviene de la desaminación de 
una base citosina (C), que la convierte en una base uracilo (U). Ade- 
más, la base común modificada 5-metilcitosina forma timina cuando 
está desaminada. Si estas alteraciones no se corrigen antes que el DNA 
se replique, la célula usará la hebra que contiene U o T como molde 
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la fusión del extremo recién formado de este dúplex. Como resultado, la po 
merasa se detiene y el extremo 3'de la cadena creciente se transhere al sitio 3 

25 S'exonucleasa (Exo) que se encuentra aproximadamente a 3 nm, donde la 

base desapareada y probablemente otras bases son eliminadas. Posteriormen- 
te, el extremo 3 retrocede al sitio de la polimerasa y se reanuda la elongación. 

(Adaptado de C.M Joyce y T.T Stentz, 1995, J Bacteriol 177:6321, y $. Bell y T. Baker, 1998, Cell 92-295 ) 


para formar un par de bases U-A o T-A, creando de este modo un cam- 
bio permanente en la secuencia de DNA (Fig. 4-35). 


Los sistemas de reparación por escisión del DNA de 
alta fidelidad reconocen y reparan el daño 


Además de la verificación de la lectura, las células tienen otros sistemas 
de reparación para prevenir mutaciones debido a los errores de copiado 
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Os dDases [paso MI) levará á un cambio permanente de secuencia (es decir. una 
mutación) despues de la replicación del DNA (paso EJ) Después de un ciclo de 
p cación, una molécula de DNA hija tendrá el par de bases mutante TA y la 

tenor el par de Dases silvestre CG 


, a la exposición A 
e a Sustancias químicas y a la radiación. Se han estudiado 


bien varios sistemas de reparación por escisión del DNA que 
normalmente con un alto grado de precisión. Estos si el lucida. 

sión. Estos sistemas se elucida- 
ron por primera vez mediante una combinación de estudios bioquími- 
cos y genéticos en E. coli. Los homólogos de las proteínas ia cla- 
ve existen en los eucariontes, desde las levaduras hasta los seres ai 
lo cual indica que estos mecanismos libres de error surgieron tem pata 
durante la evolución para proteger la integridad del DNA. Cada qe de 
estos sistemas opera de modo similar —un segmento de la hebra de DNA 
dañada se escinde y el hueco se llena por acción de una DNA polimerasa 
y de una DNA ligasa que usan la hebra complementaria de DNA como 
molde-. 

Ahora miraremos con mayor detalle algunos de los mecanismos 
de reparación del DNA que van desde la reparación de una mutación 
en una sola base hasta la reparación del DNA a través de ambas hebras. 
Parte de ESvas se reparan con gran precisión y otras reparaciones son 
menos precisas. 


La escisión de bases repara apareamientos 
erróneos de T-G y bases dañadas 


En los seres humanos, el tipo de mutación puntual más común es una 
C por una T, lo que es provocado por la desaminación de la 5-metril € 
a T (véase la Fig. 4-35). El problema conceptual con una reparación por 
escisión de base en este caso consiste en determinar cuál es la hebra nor- 
mal y cuál la mutante y reparar esta última de modo tal que se aparee 
de forma adecuada con la hebra normal. Pero dado que el apareamien- 
to erróneo G-T casi invariablemente es provocado por la conversión 
química de C a U o de 5-metil Ca T, el sistema de reparación evolucio- 
nó para eliminar la T y reemplazarla por una C. 
El apareamiento incorrecto G-T es reconocido por una DNA glu- 
cosilasa que lanza una timina hacia el exterior de la hélice y luego hi- 
droliza el enlace que la conecta al esqueleto de azúcar-fosfato del DNA. 
Siguiendo esta incisión inicial, una endonucleasa apurínica (AP) corta 
la hebra de DNA cerca del sitio sin base. La desoxirribosa fosfato que 
carece de la base, luego es eliminada y reemplazada por una C mediante 
una DNA polimerasa de reparación especializada que lee la G en la 
hebra molde (Fig. 4-36). 
Como se mencionó previamente, esta reparación debe ocurrir antes 
de la replicación del DNA porque la base incorrecta de este par, la T, existe 
naturalmente en el DNA normal. En consecuencia, sería capaz de partici- 
par en el apareamiento de bases normal de Watson-Crick durante la repli- 
cación, generando una mutación puntual estable que ahor a no podrá A. 
reconocida por los mecanismos de reparación (véase la Fig. 4-35, paso EA). 
Las células humanas contienen una batería de glucosilasas cada una 
de las cuales es específica para UN conjunto diferente de bases de DNA 
modificadas químicamente. Por ejemplo, una np la 8-oxiguanina, 
una forma oxidada de la guanina, lo que permite su reemplazo por una 
G no dañada, y otras eliminan bases modificadas por agentes alqui- 
lantes. Los nucleótidos resultantes que paa de una base luego 3 
reemplazados por el mecanismo de reparación qué analizamos ecIón, 
También funciona un mecanismo similar para reparar las lesiones que 
resultan de la despurinación, la pérdida de una guanin 0 Berna sas 
nina de un DNA resultante de la hidrólisis del enlace glucosílico entre 
la desoxirribosa y la base. La despurinación ecuine espontáneamente y 
es bastante común en los mamíferos. Los sitios resultantes carentes de 
base, si no se aparean, generan mutaciones durante la replicación del 
DNA porque no pueden especificar el apareamiento de bases adecuado. 


- AP liasa 
(parte de la DNA Pol f) 


TTTF_ TIT 
LA 


DNA Pol $ ] C ] ] 
DNA ligasa 


14] DNA de tipo 
silvestre reparado 


FIGURA 4-36 Reparación por escisión de bases de un apareamiento in- 
correcto T-G. Una DNA glucosilasa específica para apareamientos incorrectos 
GT, formada habitualmente por desaminación de residuos 5-mC (véase la Fio 
4-35) saca la timina fuera de la hélice y luego la corta eliminándola del esquele- 
to azúcar-fosfato del DNA (paso MI), dejando solamente la desoxirribosa (punto 
negro). Una endonucleasa específica para el sitio resultante carente de base 
(endonucleasa apurínica |, APE1) corta luego el esqueleto de DNA (paso EJ) y la 
desoxirribosa fosfato es eliminada por una endonucleasa, la liasa apurínica (AP 
liasa) asociada con la DNA polimerasa f, una polimerasa especializada de DNA 
usada en la reparación (paso EJ). Este espacio luego es llenado por la DNA Pol 
y sellado por una DNA ligasa (paso BJ), con lo que se restablece el par de bases 
original GC. (Adaptado de O. Scharer, 2003, Angewondte Chemie 42:2946) 


La escisión por apareamiento incorrecto repara 
otros apareamientos incorrectos y pequeñas 
inserciones y deleciones 


Otro proceso también conservado desde las bacterias hasta los seres hu- 
manos elimina principalmente los apareamientos de bases incorrectos 
y las inserciones o deleciones de un nucleótido o de unos pocos nucleó- 
tidos introducidos accidentalmente por las DNA polimerasas durante 
la replicación. Como ocurre con la reparación por escisión de bases de 
una T en un apareamiento incorrecto T-G, el problema conceptual con 
una reparación por escisión de un apareamiento incorrecto es deter- 
minar cuál es la hebra normal y cuál la mutante en el DNA y reparar 
la mutante. No se sabe con exactitud el modo en que esto ocurre en las 
células humanas. Se cree que las proteínas que se unen al segmento apa- 
reado incorrectamente en el DNA distinguen las hebras molde e hijas; 
entonces, el segmento mal apareado de la hebra hija —el que tiene el 
error de replicación— se escinde y se repara para transformarse en un 
complemento exacto de la hebra molde (Fig. 4-37). Por oposición a lo 
que ocurre en la reparación por escisión de bases, la escisión por aparea- 
miento incorrecto ocurre después de la replicación del DNA. 


cáncer colo- 


La predisposición a un cáncer de colon denominado 
ón heredi- 


rrectal hereditario no polipósico resulta de una mutaci 
taria con pérdida de la función en una copia del gen MLH] o MSHZ2. Las 
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FIGURA 4-37 Reparación por escisión del apareamiento incorrecto en 
las células humanas. La vía de reparación por escisión del apareamiento 
incorrecto repara errores introducidos durante la replicación. Un complejo de 
las proteinas MSH2 y MSH6 (homólogos bacterianos MutS 1 y 6) se une a un 
segmento mal apareado de DNA, de modo tal que permite distinguir entre 

el molde y las hebras hijas recién sintetizadas (paso MI). Esto desencadena la 
unión de MLH1 y PMS2 (ambas homólogas de la MutL bacteriana). El complejo 
DNA-proteína resultante se une luego a una endonucleasa que corta la hebra 
hija recién sintetizada. Luego, una DNA helicasa desenrolla la hélice y una 
exonucleasa elimina a varios nucleótidos desde el extremo cortado de la hebra 
hija, incluida la base mal apareada (paso EJ). Finalmente, como ocurre con la 
reparación por escisión de bases, el hueco es llenado luego mediante una DNA 
polimerasa (Pol Ó, en este caso) y sellado por una DNA ligasa (paso EJ. 


proteínas MSH2 y MLH1 son esenciales para la reparación del aparea- 
miento erróneo del DNA (véase la Fig. 4-37). Las células con al menos 
una copia funcional de cada uno de estos genes muestran reparación 
del apareamiento erróneo normal. Sin embargo, las células tumorales 
con frecuencia surgen a partir de aquellas células que experimentaron 
una mutación al azar en la segunda copia; cuando ambas copias de un 
gen son no funcionales, el sistema de reparación del mal apareamiento 
se pierde. Las mutaciones inactivantes de estos genes también son co- 
munes en las formas no hereditarias de cáncer de colon. M 


La escisión de nucleótidos repara los aductos 
químicos que distorsionan la forma normal del DNA 


Las células emplean la reparación por escisión de nucleótidos para fijar 
regiones de DNA que contienen bases modificadas químicamente, lla- 
madas con frecuencia aductos químicos, que distorsionan localmente 
la forma normal del DNA. Una clave para este tipo de reparación es la 
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FIGURA 4-38 Formación de díimeros timina-timina. El tipo más común de 
daño al DNA provocado por la irradiación UV, la formación de dimeros timina- 
timina, puede repararse por el mecanismo de reparación mediante escisión. 


habilidad de ciertas proteínas de deslizarse sobre la superficie de una 
molécula de DNA de doble hebra mirando en busca de protuberancias 
u otras irregularidades en la forma de la doble hélice. Por ejemplo, este 
mecanismo repara los dímeros timina-timina, un tipo de daño común 
provocado por la luz UV (Fig. 4-38); estos dímeros interfieren tanto 
con la replicación como con la transcripción del DNA. 


hi La Figura 4-39 ilustra el modo en que el sistema de escisión-repa- 
ración de nucleótidos repara el DNA dañado. En este proceso de 
reparación participan alrededor de 30 proteínas, la primera de las cua- 
les se identificó mediante el estudio de defectos en la reparación del 
DNA en células en cultivo obtenidas de individuos con xeroderma pig- 
mentoso, una enfermedad hereditaria asociada con una predisposición 
al cáncer. Los individuos con esta enfermedad con frecuencia desarro- 
llan cánceres de piel llamados melanomas y carcinomas espinocelulares 
si su piel se expone a los rayos UV de la luz solar. Las células de los pa- 
cientes afectados carecen de un sistema de reparación por escisión de 
nucleótidos funcional. Las mutaciones en cualquiera de al menos siete 
genes diferentes llamados XP-A hasta XP-G llevan a la inactivación de 
este sistema de reparación y provocan xeroderma pigmentoso; todos 
producen el mismo fenotipo y tienen las mismas consecuencias. En la 
actualidad están claros los papeles de la mayoría de estas proteínas XP 
en la reparación por escisión de los nucleótidos (véase la Fig. 4-39). 
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FIGURA 4-39 Reparación por escisión de nucleótidos en las células hu- 
manas. Una lesión al DNA que Causa distorsión de la doble hélice, como un 
dimero de timina, inicialmente es reconocida por un complejo de la proteína 
XP-C (proteína C de xeroderma pigmentoso) y las proteínas 238 (paso 1. Este 
complejo recluta luego al factor de transcripción TFIIH, cuyas subunidades 
helicasa, impulsadas por la hidrólisis de ATP, desenrollan parcialmente la doble 
hélice. Las proteínas XP-G y RPA luego se unen al complejo y desenrollan más 
lejos la hélice, estabilizándola hasta que se forma una burbuja de = 25 bases 
(paso EJ). Luego, la XP-G (que actúa ahora como una endonucleasa) y la XP-F, 
una segunda endonucleasa, cortan la hebra dañada en puntos que están a 
24-32 bases de distancia a cada lado de la lesión (paso EJ). Esto libera el frag- 
mento de DNA con las bases dañadas, que es degradado a mononucleótidos. 
Finalmente, el espacio se llena por acción de la DNA polimerasa, exactamente 
como en la replicación del DNA, y la muesca restante se sella por acción de 

la DNA tigasa (paso ED). Wdaptado de  Hoeymakers, 2001, Norure 411:366, y O Schárer, 2003, 
Argerrandre herme 422986) 
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los genes (véase la Fig. 7-1 6), son necesarias también para la reparación 


por escisión de nucleótidos en las células eucariontes. Dos de estas q 
bunidades tienen homología con las helicasas como se muestra en % 
Figura 4-39, En la transcripción, la actividad de helicasa de la E 
desenrolla la hélice de DNA en el sitio de iniciación permitiendo a la 
RNA polimerasa iniciar (véase la Fig. 7-16). Pareciera que la ya 
ha empleado un sistema de ensamblaje similar para proteínas en dos 
procesos celulares distintos que requieren la actividad de la helicasa. 

El empleo de subunidades compartidas en la transcripción y repa- 
ración del DNA puede ayudar a explicar la observación de que el daño 
al DNA en los eucariontes superiores se repara a una velocidad mu- 
cho mayor en las regiones del genoma que se transcriben activamente 
que en las regiones no transcriptas (la llamada reparación acoplada a 
la transcripción). Dado que solo una pequeña fracción del genoma se 
transcribe en cualquier célula de los eucariontes superiores, la repara- 
ción acoplada a la transcripción dirige de manera eficiente los esfuerzos 
de reparación a las regiones más críticas. En este sistema, si una RNA 
polimerasa se detiene en una lesión del DNA (p. ej., un dímero timina- 
timina) se une a la RNA polimerasa una proteína pequeña, la CSB; esto 
desencadena la apertura de la hélice de DNA en este punto, el recluta- 
miento de la TFIIH y las reacciones de los pasos El a El que se ilustran 
en la Figura 4-39. 


Dos sistemas emplean la recombinación para 
reparar las roturas del DNA de doble hebra 


La radiación ionizante (p. ej., los rayos X y los rayos y) y algunos fár- 
macos oncológicos hacen que las dobles hebras se rompan en la mo- 
lécula de DNA. Estas son lesiones particularmente graves porque si la 
nueva unión de estas dos hebras se realizara en forma incorrecta podría 
haber reordenamientos cromosómicos importantes que afectarían el 
funcionamiento de los genes. Por ejemplo, la unión incorrecta podría 
crear un gen “híbrido” que codificara para la porción N-terminal de 
una secuencia de aminoácidos fusionada a la porción C-terminal de 
una secuencia de aminoácidos completamente distinta; o bien, un re- 
ordenamiento cromosómico podría llevar al promotor de un gen a la 
vecindad de una región codificante de otro gen, cambiando el nivel o el 
tipo celular en el cual este gen se expresara. 

Hay dos sistemas que evolucionaron para reparar estas roturas en 
la doble hebra: la recombinación homóloga, que se analizará en la si- 
guiente sección, y la unión de extremos no homólogos (UENH), que es 
propensa a errores dado que varios nucleótidos se pierden invariable- 
mente en el punto de reparación. 


Reparación propensa a errores por unión de extremos no homó- 
logos El mecanismo predominante para la reparación de roturas en la 
doble cadena de organismos multicelulares implica la nueva unión de 
los extremos no homólogos de dos moléculas de DNA. Aun si los frag- 
mentos de DNA unidos proviniesen del mismo cromosoma, el proceso 
de reparación resultaría en la pérdida de varios pares de bases en el 
punto de unión (Fig. 4-40). La formación de tal deleción posiblemente 
mutagénica es un ejemplo de la manera en la cual la reparación de un 
daño en el DNA puede introducir mutaciones. 

Dado que el movimiento del DNA dentro del núcleo denso en pro- 
teínas es relativamente mínimo, los extremos correctos generalmente 
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FIGURA 4-40 Unión de extremos no homólogos. Cuando las cromátidas 
hermanas no están disponibles para ayudar a reparar los cortes de la doble 
hebra, las secuencias de nucleótidos que no estaban juntas en el DNA intacto 
quedan ahora una al lado de la otra. Estos extremos de DNA habitualmente 
provienen del mismo locus cromosómico y cuando se unen se pierden varios 
pares de bases. En ocasiones, los extremos de diferentes cromosomas se unen 
en forma accidental. Un complejo de dos proteínas, Ku y una proteína-cinasa 
dependiente de DNA (DNA-PK) se une a los extremos del corte de doble hebra 
(paso II). Después de la formación de una sinapsis, los extremos se procesan 
más lejos por acción de nucleasas, lo que resulta en la eliminación de unas 
pocas bases (paso EJ) y las dos moléculas de doble hebra se unen (paso BJ). 
Como resultado de ello, se reparan los cortes en la doble hebra pero quedan 
eliminados varios pares de bases en el sitio del corte. (Adaptado de G. Chu, 1997, J. Biol. 
Chem 272:24097: M. Lieber y cols. 1997, Curr Opin. Genet. Devel. 7:99, y D. van Gant y cols., 2001, Nature 
Rev. Genet. 2:196.) 


vuelven a unirse aunque con pérdida de pares de bases. Sin embargo, en 
ocasiones, los extremos rotos de diferentes cromosomas se unen entre 
sí, llevando a la translocación de trozos del DNA de un cromosoma a 
otro. Estas translocaciones pueden generar genes quiméricos que pue- 
den tener efectos drásticos en el funcionamiento normal de las célu- 
las, tales como un crecimiento celular descontrolado que es el hito del 
cáncer (véase la Fig. 6-42). Los efectos devastadores de las roturas de la 
doble hebra hace que estos sean los “cortes más crueles de todos”, por 
tomar prestada una frase del Julio César de Shakespeare. 


La recombinación homóloga puede reparar el daño 
al DNA y generar diversidad genética 


En cierto momento se creyó que la recombinación homóloga era un 
proceso de reparación menor en las células humanas. Esto cambió 
cuando se notó que varios cánceres humanos se potencian por muta- 
ciones heredadas en genes esenciales para la reparación por recombi- 
nación homóloga (véase el Cuadro 25-1). Por ejemplo, algunas mujeres 
con susceptibilidad hereditaria al cáncer de mama tienen una muta- 
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ción en un alelo en alguno de los dos genes BREAD O BREA2 que co- 
difican proteínas que participan en este proceso de reparación, La pér. 
dida o la inactivación del segundo alclo inhibe la vía de reparación por 
recombinación homóloga y tiende así a inducir el cáncer en las cólulas 
epiteliales de la mama o del ovario. Las levaduras pueden reparar los 
cortes en la doble hebra inducidos por la irradiación Y. El aislamiento y 
el análisis de los mutantes sensibles a la radiación (RAD) deficientes en 
este sistema de reparación facilitó el estudio del proceso. Virtualmente 
todas las proteínas Rad de las levaduras tienen sus homólogos en el 
genoma humano y las proteínas de los seres humanos y de las levaduras 
funcionan esencialmente de la misma manera. 

Una diversidad de lesiones del DNA que no se reparan mediante 
los mecanismos que se analizaron previamente pueden repararse por 
otros mecanismos en los cuales la secuencia dañada se copia a partir de 
una copia no dañada de la misma secuencia de DNA o una secuencia 
con una elevada homología con ella en el cromosoma homólogo de 
los organismos diploides, o en el cromatidio hermano después de la 
replicación del DNA en los organismos haploides o diploides. Estos 
mecanismos implican un intercambio de hebras entre moléculas de 
DNA distintas y que hasta aquí se han mencionado como recombina- 
ción del DNA. 

Además de proporcionar un mecanismo para la reparación del 
DNA, los mecanismos de recombinación similares generan diversidad 
genética entre los individuos de una especie, haciendo que ocurra el 
intercambio de grandes regiones de los cromosomas entre los pares 
de cromosomas homólogos maternos y paternos durante la meiosis, 
el tipo especial de división celular que genera las células germinales 
(espermatozoides y óvulos) (Fig. 5-3). De hecho, el intercambio de re- 
giones de los cromosomas homólogos, llamado entrecruzamiento, es 
necesario para que se produzca la adecuada segregación de los cromo- 
somas durante la primera división celular de la meiosis. La meiosis y 
las consecuencias de la generación de nuevas combinaciones de genes 
maternos y paternos en un cromosoma mediante recombinación se 
analizan adicionalmente en el Capítulo 5. Los mecanismos que con- 
ducen a la segregación adecuada de los cromosomas durante la meiosis 
se tratan en el Capítulo 20, Aquí, nos centraremos en los mecanismos 
moleculares de la recombinación del DNA, resaltando el intercambio 
de las hebras de DNA entre dos moléculas de DNA recombinantes. 


Reparación de una horquilla de replicación colapsada Un ejemplo 
de reparación del DNA por recombinación es la reparación de una 
horquilla de replicación “colapsada”. Si no se repara una rotura en el 
esqueleto fosfodiéster de una hebra de DNA antes de que pase la hor- 
quilla de replicación, la porción replicada de los cromosomas hijos se 
separará cuando la helicasa de replicación llegue a la rotura en la hebra 
parental de DNA porque no habrá enlaces covalentes entre los dos frag- 
mentos de la hebra parental a cada lado de la muesca. Este proceso se 
llama colapso de la horquilla de replicación (Fig. 4-41, paso El). Si no se 
repara, esto generalmente es letal al menos para una célula hija después 
de la división celular, dada la pérdida de información genética entre la 
rotura y el final del cromosoma. El proceso de recombinación que re- 
para la rotura de la doble hebra resultante y regenera una horquilla de 
replicación implica múltiples enzimas y otras proteínas, solo algunas 
de las cuales mencionaremos aquí. 

El primer paso en la reparación de la rotura de la doble cadena es 
la digestión exonucleolítica de la cadena con su extremo 5' en el extre- 
mo roto del DNA, dejando como hebra simple a la cadena que tiene el 
extremo 3” en la zona del corte (Fig. 4-41, paso EJ). La cadena nacien- 
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FIGURA 4-41 Reparación por recombinación de la horquilla de replica- 
ción colapsada. Las hebras parentales son azul claro y azul oscuro. La hebra 
hija conductora es rojo oscuro y la hebra hija retardada es rosada. Las líneas 
diagonales del paso EJ y posteriores representan Un enlace fosfodiéster simple 
entre la hebra de DNA del color correspondiente. Las pequeñas flechas negras 
después del paso Bl representan el conte de los enlaces fosfodiéster en las 
hebras de entrecruzamiento del DNA de la estructura de Holliday. Véase http// 
wwnshefheldacuk/mbb/ruva en busca de animación de la migración de las 


ramas catalizada por las proteinas de É. coli RuvA y RuvB. Véase el texto para un 
incples ol Biochemistry, 4h ed. W H 


amálisis. (Adaptado de D L Nelson y MM Cox, 2005 Lenrminger Pr 


heemar, na Company) 


te retardada (rosado) se aparea por sus bases con la cadena parental 
que no está cortada (azul oscuro), se liga a la porción sin replicar 
del cromosoma parental (azul claro), según se muestra en la Figura 


4-41, paso El. Se requiere una proteína crítica para el siguiente paso, 
la RecA en las bacterias o su homóloga Rad51 en $. cerevisiae y Otros 
eucariontes. Múltiples moléculas RecA/Rad5! se unen al DNA de una 


sola hebra y catalizan su hibridación a una secuencia perfectamente 


o casi perfectamente complementaria en otra molécula homóloga de 


DNA bicatenario. La hebra complementaria de este DNA diana de 
doble hebra (azul oscuro) se desplaza como un bucle de DNA de una 
sola hebra por encima de la región de hibridación a la hebra invasora 
(Fig 4-41, paso EJ). Esta invasión catalizada por la RecA/Rad51 de un 
DNA dúplex por una sola hebra complementaria de una de las hebras 
es clave para el proceso de recombinación. Dado que no se pierden ni 
se ganan pares de bases en este proceso llamado invasión de hebras, 
no se requiere ingreso de energía. 

El paso siguiente es que la región híbrida entre el DNA diana y 
la hebra invasora se extiende alejándose del corte con proteínas que 
emplean la energía proveniente de la hidrólisis del ATP. Este proceso 
se llama migración de la rama (Fig. 4-41, paso Ed), porque la posición 
en la que la hebra de DNA diana cruza de una hebra complementaria 
(azul oscuro) a su complemento en la molécula de DNA rota (rojo), es 
decir, la línea diagonal rosada después del paso El se denomina una 
rama en la estructura del DNA. En este diagrama, las líneas diagona- 
les representan solo al enlace fosfodiéster. Los modelos moleculares y 
otros estudios muestran que la primera base a cada lado de la rama 
está apareada mediante otra base a un nucleótido complementario. A 
medida que esta rama migra hacia la izquierda, el número de pares de 
bases permanece constante; se forma un nuevo par de bases con la he- 
bra invasora (en rojo) apareándose por la pérdida de un par de bases 
con la hebra parental (azul). 

Cuando la región del híbrido se extiende más allá del extremo 5' 
de la hebra rota (azul claro), la hebra de DNA parental simple gene- 
rada (azul claro) se aparea por las bases con la región complementaria 
de la otra hebra parental (azul oscuro) que se transforma en una mo- 
lécula de una sola hebra a medida que la rama migra hacia la izquier- 
da (Fig. 4-41, paso Ed). La estructura resultante se llama, estructura 
de Holliday, por Robin Holliday, el genetista que propuso por prime- 
ra vez que éste era un intermediario en la recombinación genética. 
Nuevamente las líneas diagonales del diagrama del paso E] represen- 
tan enlaces fosfodiéster sencillos y todas las bases de la estructura de 
Holliday están apareadas con bases complementarias en las hebras 
parentales. La escisión de los enlaces fosfodiéster que se entrecruzan 
de una hebra parental a la otra (paso EJ) y el enlace de los extremos 
5' y 3' apareados por las bases a las mismas hebras parentales (paso 
) dan como resultado la generación de una estructura similar a una 
horquilla de replicación. Al volver a unir las proteínas de la horqui- 
lla de replicación, resulta una extensión de la hebra conductora más 
allá del punto del corte original en la hebra y la reiniciación de la 
síntesis de la cadena retardada (paso EA), y se genera de este modo 
una horquilla de replicación. El proceso global permite que la cadena 
superior unida en la molécula inferior después del paso Bl sirva como 
molde para la extensión de la cadena conductora en el paso KA. 


Reparación de corte en el DNA de hebra doble por recombina- 
ción homóloga Un mecanismo similar llamado recombinación ho- 
móloga puede reparar un corte en una hebra doble de un cromosoma 
y también intercambiar segmentos grandes de dos moléculas de DNA 
de doble hebra (Fig. 4-42). En primer lugar, los extremos cortados de 
la molécula de DNA son eliminados por exonucleasas que dejan una 
región del DNA de una sola hebra con un extremo 3' terminal (paso 
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la molécula de DNA superior, la hebra con su extremo 3'terminal a la derecha 
se encuentra arriba, mientras que en el diagrama de la molécula de DNA de 
la parte inferior, esta hebra se dibuja en la parte inferior. Véase el texto para un 
análisis. (Adaptado de T.L OrrWeaver y J.W. Szostak, 1985, Microbio! Ae 4933) NN 


FIGURA 4-42 Reparación por corte del DNA de doble hebra mediante 
recombinación homóloga. Por simplicidad, cada DNA de doble hélice 

está representado por dos líneas paralelas con las polaridades de las hebras 
indicadas por las cabezas de las lechas en los extremos 3" La molécula de la 
parte superior tiene un corte en la doble hebra. Nótese que en el diagrama de 


EZ). La RecA de las bacterias y la Rad51 de los eucariontes cataliza bra parental como un bucle de DNA de h ] 

luego la invasión de la hebra de uno de estos extremos 3” terminales de tamaño (azul oscuro) (paso EJ). c e hebra simple que aumenta 
a la región homóloga de un cromosoma homólogo según se analizó Una secuencia complementaria al ot cea ' 
previamente para la reparación de una horquilla de replicación co- fragmento que se encuentra a la ¡ ro extremo cortado del DNA (e 
lapsada (paso EJ). El extremo 3” de la hebra de DNA invasora luego izquierda, después del paso MI), las 
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FIGURA 4-43 Resolución alternativa de una estructura de Holliday. Las 
líneas diagonales verticales representan un enlace fosfodiéster simple. Es más 
sencillo representar el proceso rotando el diagrama de la molécula inferior 
180%, de modo tal que las moléculas en la parte superior e inferior tengan la 
misma orientación de las hebras. Al cortar los enlaces como se muestra en Ed, 


DNA polimerasa empleando el bucle desplazado de hebra simple del 
DNA parental (azul oscuro) como molde (paso O. 

Luego, los nuevos extremos 3” se unen (paso E) a los extremos 
5 digeridos por las exonucleasas. Esto genera dos estructuras de Ho- 
lliday en las moléculas apareadas (paso EZ). La migración de la rama 
de estas estructuras de Holliday puede ocurrir en cualquier dirección 
(no se ilustra). Finalmente, la escisión de las hebras en las posiciones 
que muestran las flechas y la unión de los extremos alternativos 5” y 
3' en cada estructura de Holliday que se escinde genera dos cromoso- 
mas recombinantes que contienen DNA de una molécula de DNA pa- 
rental en un lado del punto de corte (hebras rosada y roja) y el DNA 
de la otra molécula parental sobre el otro lado del punto de corte 
inicial (azul claro y azul oscuro) (paso O). La región en la inmediata 
vecindad del punto de corte inicial forma un heterodúplex en el cual 
una hebra de un padre se aparea por sus bases a la hebra complemen- 
taria del otro padre (hebra rosada o roja apareada por sus bases a la 
hebra azul claro o azul oscuro). Los errores en los apareamientos de 
bases entre las dos hebras parentales habitualmente se reparan me- 
diante mecanismos analizados previamente para generar un par de 
bases complementarias. En el proceso, las diferencias de secuencias 
entre las dos hebras parentales se pierden, un proceso conocido como 
conversión génica. e 

La Figura 4-43 diagrama el modo en que la escisión de uno u otro 
par de hebras en la unión de cuatro hebras de la estructura de Holliday 
genera moléculas parentales o recombinantes. Este proceso, denomina- 
do resolución de la estructura de Holliday, separa las moléculas de DNA 
unidas inicialmente por la invasión de hebras catalizadas por RecA/ 
Rad51. Cada estructura de Holliday en el intermediario de acuerdo con 
la Figura 4-42, paso El, puede ser escindida y vuelta a unir de las dos 
maneras posibles que se muestran con los dos conjuntos de pequeñas 
flechas negras de la Figura 4-43. En consecuencia, hay cuatro productos 
posibles del proceso de recombinación que se muestran en la Figura 
4-42. Dos de estos regeneran los cromosomas parentales (con excep- 
ción de la región heterodúplex en el punto de corte reparada en la se- 
cuencia de una hebra parental o la otra [conversión génica)). Los otros 
dos posibles productos generan cromosomas recombinantes como se 


muestra en la Figura 4-42. 


unir los extremos como está indicado, se regeneran los cromosomas originales. 
Al cortar las hebras como se muestra en El y volverlas a unir como se muestra 
en la parte inferior, se generan los cromosomas recombinantes. Véase htpp// 
engels.geneticswisc.edu/Holliday/holliday3D.html para una animación tridi- 
mensional de la estructura de Holliday y su resolución. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 4.6 
Reparación y recombinación del DNA 


* Los cambios en la secuencia del DNA resultan de errores de copiado y 
de los efectos de varios agentes físicos y químicos. 


* Muchos errores de copia que ocurren durante la replicación del DNA se 
corrigen por la función de verificación de lectura de las DNA polimera- 
sas, que reconocen las bases apareadas en forma incorrecta (mal aparea- 
das) en el extremo 3” terminal de la hebra creciente y luego los eliminan 
por una actividad exonucleasa 3” > 5” inherente (véase la Fig. 4-34). 


* Las células eucariontes tienen tres sistemas de reparación por escisión 
para corregir las bases incorrectamente apareadas y para eliminar los 
dímeros timina-timina inducidos por la UV o grandes aductos quí- 
micos del DNA. La reparación por escisión de bases, la reparación del 
apareamiento incorrecto y la reparación por escisión de nucleótidos 
operan con alta precisión y, por lo general, no introducen errores. 


* La reparación de los cortes de la doble hebra por la vía de la unión de 
extremos no homólogos puede unir segmentos de DNA de diferentes 
cromosomas formando posiblemente una translocación oncogénica. 
El mecanismo de reparación produce también una pequeña deleción, 
aun cuando se hayan unido segmentos del mismo cromosoma. 


* La reparación sin errores de cortes en la doble hebra de DNA se lleva a 
cabo por la recombinación homóloga empleando como molde la cro- 
mátida hermana no dañada. 


* Los efectos heredados en la vía de reparación por escisión de los nu- 
cleótidos, como ocurre en los individuos con xeroderma pigmentoso, 
los predisponen al cáncer de piel. El cáncer de colon hereditario con 
frecuencia se asocia con formas mutantes de las proteínas esenciales 
para la vía de reparación del apareamiento incorrecto. Los defectos en 
la reparación por recombinación de homólogos se asocian con la he- 
rencia de un alelo mutante del gen BRCA-1 o BRCA-2 y resultan en la 
predisposición al cáncer de mama y útero. 
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4.7 Los virus: los parásitos del 
sistema genético celular 


Los virus son parásitos intracelulares obligados. No pueden reprodu- 
Cirse por sí mismos y deben comandar la maquinaria celular del hués- 
ped para que sintetice las proteínas virales y en algunos casos replique 
el genoma del virus. Los virus de RNA que habitualmente se replican 
en el citoplasma de la célula huésped tienen un genoma de RNA y los 
virus de DNA, que por lo común se replican en el núcleo de la célula 
huésped, tienen un genoma de DNA (véase la Fig. 4-1). Los genomas 
virales pueden ser de una sola hebra o de doble hebra, lo que depen- 
de del tipo específico de virus. Una partícula viral infecciosa completa 
llamada virión consiste en el ácido nucleico y una cubierta proteica 
externa que tanto protege al ácido nucleico del virus como funciona 
en el proceso de infección a la célula huésped. Los virus más simples 
contienen solo suficiente RNA o DNA para codificar cuatro proteínas; 
los más complejos pueden codificar = 200 proteínas. Además de su im- 
portancia obvia como causa de enfermedad, los virus son de gran uti- 
lidad como herramientas de investigación en el estudio de los procesos 
biológicos básicos, como los que analizaremos en este capítulo. 


La mayoría de los rangos de hospedadores virales 
son estrechos 


La superficie de un virión contiene muchas copias de un tipo de pro- 
teína que se une específicamente a múltiples copias de una proteína re- 
ceptora sobre una célula huésped. Esta interacción determina el rango 
de hospedador (el grupo de tipos celulares que un virus puede infectar) 
y comienza el proceso infeccioso. La mayoría de los virus tienen un 
espectro de huéspedes bastante limitado. 
Un virus que infecta solo bacterias se llama bacteriófago, o simple- 
mente fago. Los virus que infectan células vegetales o animales se co- 
nocen como virus vegetales o virus animales. Unos pocos virus pueden 
desarrollarse tanto en plantas como en animales y en los insectos que se 
alimentan de ellos. Los insectos con alta movilidad sirven como vectores 
para transferir estos virus entre los animales o plantas huéspedes sus- 
ceptibles. Los huéspedes de amplio espectro también son característicos 
de algunos virus estrictamente animales como el virus de la estomatitis 
vesiculada que se desarrolla en insectos vectores y en muchos tipos dife- 
rentes de mamíferos. Sin embargo, la mayoría de los virus animales no 
atraviesan los filos y algunos (p. ej., el poliovirus) infecta solo a las es- 
pecies muy relacionadas como los primates. El espectro celular de hués- 
pedes de algunos virus animales está restringido adicionalmente a un 
número limitado de tipos celulares porque solo estas células tienen re- 
ceptores de superficie adecuados a los cuales pueden unirse los viriones. 
Un ejemplo es el poliovirus, que solo infecta las células intestinales y, la- 
mentablemente, las neuronas motoras de la médula espinal provocando 
parálisis. Otro es el HIV-1, analizado con más detalle más adelante, que 
infecta células esenciales para la respuesta inmune llamadas linfocitos 
T CD4*, provocando sida (véase el Cap. 23) y ciertas neuronas y otras 
células del sistema nervioso central llamadas células de la glía. 


Las cápsides virales son disposiciones regulares de 
uno o unos pocos tipos de proteínas 


El ácido nucleico de un virión está encerrado dentro de una cubierta 
proteica o cápside, compuesta por múltiples copias de una proteína o 
de unas pocas proteínas diferentes, cada una de las cuales está codifi- 
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(Fig. 4-44a). El otro tipo estructural principal se basa en el icosaedro, 
un objeto aproximadamente esférico sólido construido con 20 caras 
idénticas, cada una de las cuales es un triángulo equilátero (Fig. 4-44b), 
Durante la infección, algunos virus icosaédricos interactúan con recep- 
tores de la superficie del huésped mediante surcos que se encuentran 
entre las subunidades de la cápside y otros interactúan a través de pro- 
teínas fibroides que se extienden desde la nucleocápside. 

En muchos bacteriófagos de DNA, el DNA del virus se localiza den- 
tro de una “cabeza” icosaédrica que se encuentra unida a una “cola” con 
forma de bastón. Durante la infección, las proteínas del virus que se 
encuentran en el extremo de la cola se unen a los receptores de la célula 
huésped y luego el DNA del virus pasa hacia abajo en la cola hasta el 
interior del citoplasma de la célula huésped (Fig. 4-44c). 

En algunos virus la disposición simétrica de la nucleocápside está 
cubierta por una membrana externa o envoltura que consiste prin- 
cipalmente en una bicapa fosfolipídica pero también contiene uno o 
dos tipos de glucoproteínas codificadas por el virus (Fig. 4-44d). Los 
fosfolípidos de la envoltura viral son similares a los de la membrana 
plasmática de una célula huésped infectada. La envoltura viral, de he- 
cho, deriva por gemación de la membrana pero contiene muchas glu- 
coproteínas virales como analizaremos en breve. 


Los virus pueden clonarse y contarse 
en ensayos en placa 


El número de partículas virales infecciosas de una muestra puede ser 
cuantificado mediante un ensayo de placa. Este ensayo se lleva a cabo 
al cultivar una muestra diluida de partículas del virus sobre una pla- 
ca cubierta con células del huésped y luego contando el número de 
lesiones locales denominadas placas que se desarrollan (Fig. 4-45). 
Se desarrolla una placa sobre la caja de cultivo donde quiera que un 
virión individual infecte inicialmente a una única célula. El virus se 
replica en esta célula huésped inicial y luego lisa (rompe) a la célula, 
liberando muchos viriones de su progenie que infectarán a las células 
vecinas en la caja de cultivo, Después de unos pocos ciclos de infec- 
ción de este tipo, se lisarán suficientes células como para producir un 
área clara visible llamada placa sobre el fondo de células no infectadas 
remanentes. 

Dado que todos los viriones de la progenie de una placa derivan de 
un único virus parental, constituyen un clon del virus. Este tipo de en- 
sayo de placa es de uso estándar para los virus de bacterias y de anima- 
les. Los virus vegetales pueden determinarse de modo similar contando 
lesiones locales en las hojas de las plantas inoculadas con virus. El aná- 
lisis de los mutantes virales que comúnmente se aíslan por ensayos de 
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placa, ha contribuido extensamente a nuestro entendimiento actual de 
los procesos celulares moleculares. 


Los ciclos líticos de crecimiento virales conducen 
a la muerte de las células huésped 


Si bien los detalles varían en los diferentes tipos de virus, los que mues- 
tran un ciclo lítico de crecimiento proceden a través de las siguientes 


etapas generales: 


1. Adsorción— El virión interactúa con una célula huésped al unir múl- 
tiples copias de la proteína de la cápside a receptores específicos sobre 
la superficie celular. 
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FIGURA 4-44 Estructuras de los viriones. (a) Virus mosaico del tabaco 
helicoidal. (b) Virus icosaédrico pequeño. Un icosaedro está compuesto por 

20 caras triangulares equiláteras. El ejemplo mostrado es un poliovirus. En el 
poliovirus, cada cara está construida por tres capsómeros marcados en rojo. 
Los números muestran de qué manera cinco capsómeros se asocian en cada 
uno de los doce vértices del icosaedro. (c) Bacteriófago T4. (d) Virus de la gripe, 
ejemplo de un virus con envoltura. (Parte [a): O. Bradfute, Peter Arnold/ Science Photo Library; 
Parte (b], cortesía deT. S. Baker; Parte [c]: Dept. of Microbiology, Biozentrum/Science Photo Library; Parte 
[d]: James CavallinPhoto Researchers, Inc.) 


2. Penetración— El genoma viral atraviesa la membrana plasmática. En 
algunos virus, las proteínas virales empaquetadas dentro de la cápside 
también entran a la célula huésped. 


3. Replicación— Los mRNA virales se producen con ayuda de la maqui- 
naria de transcripción de la célula huésped (virus de DNA) o por en- 
zimas del virus (virus de RNA). Para ambos tipos de virus, los mRNA 
virales son traducidos por la maquinaria de traducción de la célula 
huésped. La producción de múltiples copias del genoma viral se lleva 
a cabo por proteínas virales solas o con ayuda de las proteínas de la 
célula huésped. 


4. Ensamblaje— Las proteínas virales y los genomas replicados se aso- 
cian para formar los viriones de la progenie. 
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(a) Una capa confluente de células suscoptibles 
del huésped cultivadas sobre la superficia 
de una placa 


contiene virus; después de la infección 
se cubren las capas de células con agar; 
se incuban 


| Se añade una suspensión diluida que 
Placa 


Cada placa representa la lisis celular iniciada por una 
partícula viral (el agar restringe los movimientos de modo 
tal que el virus puede infectar solo a las células contiguas) 


(b) 


Placa 


FIGURA EXPERIMENTAL 4-45 Ensayo de placa. El ensayo de placa determi- 
na el número de partículas infecciosas en una suspensión viral. (a) Cada lesión 
o placa, donde un virión infectó inicialmente una célula individual, constituye 
un clon viral puro. (b) Las placas en un campo de bacterias Pseudomonas fluo- 
rescens hechas por acción del bacteriófago DS]. (Parte [bl coneza del Dr. Pierre ROSSI, 
Ecole Polnechrmque fédérale de Lausanne (LEE-EPFU ) 


5. Liberación— La célula infectada se rompe repentinamente (lisis) 
liberando simultáneamente todos los viriones recién formados o se 
desintegra gradualmente liberando lentamente los viriones. Ambas si- 
tuaciones terminan con la muerte de la célula infectada. 


La Figura 4-46 ilustra el ciclo lítico del bacteriófago T4, un virus de 
DNA sin cubierta que infecta a E. coli. Las proteínas de la cápside viral 
por lo general se sintetizan en grandes cantidades porque se requieren 
muchas copias de ellas para el ensamblado de cada virión de la proge- 
nie. En cada célula infectada, entre 100 y 200 viriones de la progenie T4 
se producen y se liberan por lisis. 

El ciclo lítico es algo más complicado para los virus de DNA que in- 
fectan las células eucariontes. En la mayoría de estos virus, el DNA ge- 
nómico se transporta (con algunas proteínas asociadas) al interior del 
núdeo celular. Una vez dentro de este, el DNA del virus se transcribe al 
RNA por la maquinaria de transcripción del huésped. El procesamien- 
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FIGURA 4-46 Ciclo lítico de replicación de un virus sin cubierta, bacte- 
riano. El bacteriófago T4 de E coli tiene un genoma de DNA de doble hebrz y 
carece de envoltura de membrana. Después de que las proteínas de lz cubiena 
viral que se encuentran en el extrerno de la cola de T4 interectúan con las 
proteínas receptores específicas del exterior de la célula huésped, el genoma 
del virus se inyecta al huésped (paso M). Las enzimas de la célula huésped 
luego transcriben los genes “tempranos” del virus a los mRNA y posternormente 
traducen éstos a las proteínas “tempranas” del virus (paso El). Las proteínas tem- 
pranas replican el DNA viral e inducen la expresión de las proteínas "tardias” del 
virus por enzimas de la célula huésped (paso BJ). Las proteínas tardías del virus 
incluyen las de la cápside y proteinas de ensamble y enzimas que degradan e! 
DINA de la célula huésped, lo que proporciona nucleótidos para la sintesis de 
más DNA viral. Los viriones de la progenie se ensamblan en la célula (paso BH y 
se liberan (paso BJ) cuando las proteínas del virus lisan la célula. L 


e Os virus recién 
liberados inician otro ciclo infectivo en otras células huésped. 


to del transcrito primario del RNA viral por las enzimas de la célula 
huésped resulta en un mRNA viral que es transportado al citoplasma 
y traducido a proteínas virales por los ribosomas de la célula huésped, 
el 'RNA y los factores de traducción. Luego, las proteínas virales son 
transportadas nuevamente al núcleo donde parte de ellas replican el 
DNA viral directamente o dirigen las proteínas celulares para que re- 
pliquen este DNA, como en el caso del SV40 que se analizó en la sec- 
ción previa. El ensamblaje de las proteínas de la cápside del virus con 
el DNA viral recién replicado se produce en el núcleo, 
miles a cientos de miles de viriones de la progenie. 


La mayoría de los virus vegetales y animales con un genoma de 
RNA no requieren la función nuclear para la replicación lítica. En parte 
de estos virus, una enzima codificada por el virus que entra al huésped 
durante la penetración, transcribe el RNA genómico a mRNA dentro 
del citoplasma celular. El mRNA se traduce directamente a proteínas 
virales por acción de la maquinaria de traducción de la célula huésped. 
Luego, una o más de estas proteínas producen copias adicionales del 
genoma de RNA del virus. Finalmente, los genomas de la progenie se 


ensamblan con las proteínas de la Cápside recién sintetizada a viriones 
de la progenie dentro del citoplasma. 


lo cual resulta en 
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FIGURA 4-47 Ciclo lítico de replicación de un virus animal con cubierta. 
El virus de la rabia es un virus con cubierta con un genoma de RNA de una 

sola hebra. Los componentes estructurales de este virus se muestran en la 
parte superior. Después de que un virión se adsorbe a múltiples copias de una 
proteína de membrana huésped específica (paso M), la célula lo engloba en 

un endosoma (paso EJ). Una proteína celular de la membrana del endosoma 
bombea ¡ones H* del citosol al interior del endosoma. La disminución resultan- 
te en el pH del endosoma induce un cambio de conformación en la glucopro- 
teína viral, llevando a la fusión de la envoltura viral con la bicapa lipídica de la 
membrana del endosoma y a la liberación de la nucleocápside al citosol (pasos 
El y B). La RNA polimerasa viral usa ribonucleósido trifosfatos del citosol para 
replicar el genoma RNA del virus (paso BJ) y para sintetizar mRNA virales (paso 
B). Uno de los mRNA del virus codifica las glucoproteínas transmembrana que 
se insertan en la membrana del retículo endoplasmático (RE) a medida que se 


Núcleo 


Después de que se ha completado la síntesis de cientos a cientos 
de miles de nuevos viriones, dependiendo del tipo de virus y de cé- 
lula huésped, la mayoría de las bacterias infectadas y algunas células 
animales y vegetales se lisan, liberando todos los viriones simultá- 
neamente. En muchas infecciones virales vegetales y animales, sin 
embargo, no ocurre un evento lítico aislado; en lugar de ello, la cé- 
lula huésped muerta libera a los viriones a medida que se desintegra 
gradualmente. 

Como se indicó con anterioridad, los virus animales con envoltu- 
ra están rodeados por una bicapa de fosfolípidos externa que deriva 
de la membrana plasmática de las células huésped y contiene abun- 
dantes glucoproteínas virales. El proceso de adsorción y liberación de 
los virus recubiertos difiere sustancialmente de estos procesos para 
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sintetiza sobre los ribosomas unidos al RE (paso EJ). Se añade el hidrato de car- 
bono al dominio grande plegado en el interior de la luz del RE y se modifica a 
medida que la membrana y la glucoproteína asociada pasa a través del aparato 
de Golgi (paso EJ). Las vesículas con la glucoproteína madura se fusionan con 

la membrana plasmática del huésped, depositando la glucoproteína viral sobre 
la superficie de la célula con el dominio grande que se une al receptor fuera de 
la célula (paso EJ). Mientras tanto, otros mRNA virales son traducidos sobre los 
ribosomas de la célula huésped a la proteína de la nucleocápside, la proteína 
de la matriz y la RNA polimerasa viral (paso MI). Estas proteínas se ensamblan 
con el RNA genómico viral replicado (rojo brillante) dentro de las nucleocápsi- 
des de la progenie (paso MI), que se asocia entonces con el dominio citosólico 
de las glucoproteínas virales que atraviesan la membrana en el interior de la 
membrana plasmática (paso HE). La membrana plasmática se pliega alrededor 
de la nucleocápside formando un "brote" que finalmente se libera (paso EJ). 


los virus sin cubierta. Para ilustrar la replicación lítica de los virus con 
cubierta consideraremos el virus de la rabia cuya nucleocápside con- 
siste en un genoma de RNA de una sola hebra rodeado por múltiples 
copias de proteínas de la nucleocápside. Al igual que otros virus líti- 
cos de RNA, los viriones de la rabia se replican en el citoplasma y no 
requieren enzimas nucleares de la célula huésped. Como se muestra 
en la Figura 4-47, un virión de la rabia es adsorbido por endocitosis 
y la liberación de los viriones de la progenie ocurre por gemación a 
partir de una membrana plasmática de la célula huésped. Los viriones 
en gemación se ven claramente en fotomicrografías electrónicas de 
células infectadas según se ilustra en la Figura 4-48. Muchas decenas 
de miles de viriones de la progenie brotan de una célula huésped in- 
fectada antes de que esta muera. 
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FIGURA EXPERIMENTAL 4-48 Liberación de los viriones de la progenie 
por gemación. Los viriones de la progenie de los virus con envoltura se libe- 
ran por gemación de las células infectadas. En esta fotomicrografía electrónica 
de transmisión de una célula infectada por virus del sarampión, los viriones en 
gemación se ven claramente proyectándose desde la superficie de la célula. El 
virus del sarampión es un virus de RNA con envoltura con una nucleocápside 
helicoidal, como el virus de la rabia, y se replica de la manera ilustrada en la 
Figura 4-47, (De A Levine, 1991, Viruses, Scientific American Library, p. 22) 


El DNA del virus se integra en el genoma de la 
célula huésped en algunos ciclos 
de crecimiento virales no líticos 


Algunos virus bacterianos, llamados fagos atemperados, pueden esta- 
blecer una asociación no lítica con sus células huésped que no mata 
a la célula. Por ejemplo, cuando el bacteriófago A infecta a E. coli, la 
mayor parte del tiempo provoca una infección lítica. Ocasionalmente, 
sin embargo, el DNA del virus se integra al cromosoma de la célula 
huésped en lugar de replicarse. El DNA viral integrado, denominado 
un profago, se replica como parte del DNA de la célula a partir de una 
generación de células huésped a la siguiente. Este fenómeno se conoce 
como lisogenia. Si la célula huésped se daña extensamente en su DNA 
por acción de la luz ultravioleta, el DNA del profago se activa llevando 
a su escisión del cromosoma de la célula huésped, su entrada al ciclo 
lítico y la ulterior producción y liberación de viriones de la progenie 
antes que la célula muera. 

Los genomas de cierto número de virus animales también pueden 
integrarse en el genoma de las células huésped. Entre los más impor- 
tantes se encuentran los retrovirus, que son virus con cubierta con 
un genoma que consiste en dos hebras de RNA idénticas. Estos virus 
se conocen como retrovirus porque su genoma de RNA actúa como 
molde para la formación de una molécula de DNA —el flujo opuesto 
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a comparada con la transcripción Más COMún 
o de vida retroviral (I1j. 1-19), Una enzima 
viral llamada transcriptasa inversa copia penal el a de 
RNA del virus a un DNA de una sola Debra er a 
del virión; luego, la misma enzima cataliza e aa A a de 
DNA complementaria. (Esta reacción comp 5A e resi enn 
tulo 6, cuando consideramos los parásitos intracelulares > imamente 
relacionados llamados retrotransposones). El NA dl a de do- 
ble hebra se integra en el DNA cromosómico de la célula infectada. 


Finalmente, el DNA integrado, llamado un provirus, se transcribe me- 
aria de la célula a RNA que o bien se traduce a 
de las proteínas de la cubierta 


ados por gemación des- 


de información genétic 
de DNA a RNA-. En el cicl 


diante la propia maquin 
proteínas virales o se empaqueta dentro E 
viral para formar viriones de la progenie liber 
de la membrana de la célula huésped. Dado que la mayoría de los re- 


trovirus no matan a sus células huésped, las células infectadas pueden 
replicarse produciendo células hijas con el DNA proviral integrado, 
Estas células hijas continúan transcribiendo el DNA proviral y dando 
brotes de viriones de la progenie. 

Algunos retrovirus contienen genes que causan cáncer (oncoge- 
nes), y las células infectadas por estos retrovirus son transformadas 
oncogénicamente a células tumorales. Los estudios de los retrovirus 
oncogénicos (en su mayor parte virus de aves y ratones) han sido de 
gran ayuda para revelar los procesos que llevan a la transformación de 
una célula normal a una célula cancerosa (Cap. 24). 


e Entre los retrovirus humanos conocidos, se encuentran los vi- 

rus linfotróficos de las células T (VLTH) que provocan una 
forma de leucemia y el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV- 
1), que provoca el síndrome de la inmunodeficiencia adquirida 
(sida). Ambos virus pueden infectar solo tipos celulares específicos, 
principalmente ciertas células del sistema inmunitario y, en el caso 
del HIV-1, algunas neuronas del sistema nervioso central y células de 
la glía. Solo estas células tienen receptores de la superficie celular que 
interactúan con las proteínas de la envoltura del virus, dando cuenta 
de la especificidad de estos virus por sus células huésped. A diferen- 
cia de la mayoría de los retrovirus, el HIV-1 finalmente mata sus cé- 
lulas huésped. La muerte final de gran número de las células del sis- 
tema inmunitario da como resultado una respuesta inmune 
defectuosa, característica del sida. 

Algunos virus de DNA también pueden integrarse en el cromo- 
soma de la célula huésped. Ejemplo de ello son los papilomavirus 
humanos ( HPV) que son la causa más común de verrugas y otras 
lesiones benignas de la piel. Sin embargo, los genomas de ciertos 
serotipos de HPV, ocasionalmente se integran en el DNA cromo- 
sómico de células epiteliales del cuello uterino infectado e inician 
el desarrollo de cáncer de cérvix. Los extendidos rutinarios de Pap 
pueden detectar estas células en estadios iniciales o el proceso de 
transformación iniciado por la integración del HPV permitiendo el 
tratamiento efectivo antes del desarrollo del cáncer, Se ha desarro- 
llado una IE pan los tipos de HPV asociados con el cáncer de 
cuello uterino capaz de proteger contra la infección inicial por estos 
virus y, en consecuencia, contra el desarrollo de cáncer uterino. Sin 
embargo, una vez que una mujer se ha infectado con estos HPV, se 
pierde la “ventana de Oportunidad” y la vacuna no protege contra el 
desarrollo del cáncer. Dado que la efectividad de esta vacuna no €s 


del 100%, las mujeres, aun cuando estén vacunadas, deben practi- 
carse exámenes rutinarios de Pap. M 


¿) ANIMACIÓN GENERAL: Ciclo de vida de un retrovirus 


ssRNA 


genómico y 


Proteínas del 
retrovirus 


Brotación 


FIGURA 4-49 Ciclo de vida retroviral. Los retrovirus tienen un genoma 
de dos copias idénticas de RNA monocatenario y una envoltura externa. 
Paso E: después de que las glucoproteínas virales de la envoltura interac- 
túan con una proteína de membrana específica de la célula huésped, la 
envoltura retroviral se fusiona directamente con la membrana plasmáticay 
permite la entrada de la nucleocápside en el citoplasma de la célula. Paso EX la 
transcriptasa inversa viral y otras proteínas copian el genoma viral ssRNA a 
un DNA de doble hebra. Paso El el dsDNA viral es transportado al núcleo e 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 4.7 


Las virus: los parásitos del sistema genético celular 


* Los virus son pequeños parásitos que pueden replicarse solo en las 
células huésped. Los genomas virales pueden ser DNA (virus de DNA) 
o RNA (virus de RNA) y ser monocatenarios o bicatenarios. 


* La cápside que rodea al genoma viral está compuesta por múltiples 
copias de uno o de un pequeño número de proteínas codificadas por el 
virus. Algunos virus tienen también una cubierta externa, semejante a 
la membrana plasmática pero que contiene proteínas virales que atra- 
viesan la membrana. 


* La mayoría de los virus animales y vegetales requieren enzimas del 
núcleo de la célula huésped para llevar a cabo la transcripción del geno- 
ma viral a mRNA y producir genomas de la progenie. Por el contrario, 
la mayoría de los virus de RNA codifican para enzimas que pueden 
transcribir el genoma de RNA a mRNA viral y producir nuevas copias 
del genoma de RNA. 


Transporte 
al núcleo e 
integración 


Transcriptasa 
inversa 


DNA cromosómico 


Fusión de la célula huésped 


Nucleocápside 


Transcripción 
inversa 


DNA viral 


integrado en uno de los muchos sitios posibles en el DNA cromosómico de 
la célula huésped. Para mayor simplicidad, se representa un solo cromosoma 
de la célula huésped. Paso El: el DNA viral integrado (provirus) se transcribe 
por la RNA polimerasa de la célula huésped y genera mRNA (rojo oscuro) y 
las moléculas de RNA genómico (rojo brillante). La maquinaria de la célula 
huésped traduce los mRNA virales en glucoproteínas y proteínas de la 
nucleocápside. Paso El luego, la progenie viral se ensambla y libera por 
gemación, como se ilustra en la Figura 4-47, 


* Los ribosomas de la célula huésped, los tRNA y los factores de tra- 
ducción se emplean en la síntesis de todas las proteínas virales en las 
células infectadas. 


* La infección viral lítica comprende la adsorción, penetración y sín- 
tesis de las proteínas del virus y genomas de la progenie (replicación), 
el ensamblaje de los viriones de la progenie y la liberación de cientos 
a miles de viriones, lo que conduce a la muerte de la célula huésped 
(véase la Fig. 4-46). La liberación de los virus con cubierta ocurre 
por la gemación desde la membrana plasmática de la célula huésped 
(véase la Fig. 4-47). 


* La infección no lítica ocurre cuando el genoma del virus se integra al 
DNA de la célula huésped y en general no conduce a la muerte celular. 


* Los retrovirus son virus animales con cubierta que contienen un ge- 
noma de RNA de una sola hebra. Después de que la célula huésped es 
penetrada, la transcriptasa inversa, una enzima del virus presente en el 
virión, convierte el genoma de RNA del virus a un DNA bicatenario 
que se integra al DNA cromosómico (véase la | ig. 4-49). 
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* A diferencia de la infección por otros retrovirus, la imbección por HHIV 
finalmente mata las células huésped, provocando defectos en la res. 
puesta inmune característicos del sida. 


* Los virus tumorales que contienen oncogenes pueden tener un genoma 
de RNA (p. ej., en los virus linfotróficos de las células T humanas) o un 
genoma de DNA (p. ej., los papilomavirus humanos). En el caso de estos 
virus, la integración del genoma viral en un cromosoma de la célula hués- 
ped puede provocar la transformación de la célula a una célula tumoral. 


Perspectivas para el futuro 


Los procesos genéticos moleculares celulares básicos analizados en este 
capítulo establecen los fundamentos de la biología molecular celular 
contemporánea. Nuestra comprensión actual de estos procesos está 
fundamentada en la riqueza de los resultados experimentales y no es 
probable que se modifique. Sin embargo, la profundidad de nuestro 
conocimiento continuará incrementándose a medida que se descubran 
detalles adicionales de las estructuras e interacciones de las máquinas 
macromoleculares participantes. La determinación, en años recientes, 
de las estructuras tridimensionales de las RNA polimerasa, las subuni- 
dades ribosómicas y las proteínas de replicación del DNA ha permitido 
a los investigadores diseñar enfoques experimentales con penetración 
aún mayor para revelar el modo en que estas macromoléculas operan a 
nivel molecular. El nivel detallado de comprensión que se está desarro- 
llando en la actualidad puede permitir el diseño de fármacos nuevos y 
más efectivos para tratar enfermedades de los seres humanos, los culti- 
vos y el ganado. Por ejemplo, las recientes estructuras de los ribosomas 
en alta resolución están proporcionando mayor conocimiento sobre el 
mecanismo por el cual los antibióticos inhiben la síntesis proteica de 
las bacterias sin afectar el funcionamiento de los ribosomas de los ma- 
míferos. Este nuevo conocimiento puede permitir el diseño de antibió- 
ticos aún más efectivos. De modo semejante, la comprensión detallada 
de los mecanismos que regulan la transcripción de genes humanos es- 
pecíficos puede conducir a estrategias terapéuticas que puedan reducir 
o evitar respuestas inmunes inapropiadas que conduzcan a la esclerosis 
múltiple y a la artritis, las divisiones celulares inadecuadas que cons- 
tituyen el rasgo característico del cáncer y otros procesos patológicos. 
La mayor parte de la investigación biológica actual está centrada en 
el descubrimiento de las interacciones moleculares que dotan a las cé- 
lulas de su capacidad para la toma de sus decisiones y sus propiedades 
especiales. Por esta razón, varios de los capítulos siguientes describen el 
conocimiento presente acerca del modo en que estas interacciones regu- 
lan la transcripción y la síntesis proteica en los organismos multicelulares 
y de qué manera esta regulación dota a las células con la capacidad de 
desempeñar sus funciones especializadas. Otros capítulos se relacionan 
con el modo en que las interacciones proteína-proteína subyacen en la 
construcción de orgánulos especializados en las células y el modo en que 
determinan la forma y el movimiento celular. Los rápidos avances en la 
biología celular molecular hechos en años recientes resultan promisorios 
en el sentido de que, en un futuro no muy distante, tendremos mayor 
comprensión del modo en que la regulación de la función, la forma y 
la movilidad celulares especializadas, acoplado con la replicación y la 
muerte celular regulada (apoptosis), conducen al crecimiento de orga- 
nismos complejos como las plantas con floración y los seres humanos. 
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Palabras clave 


agmentos de Okazala 147 
anticodón 131 fragmento: e 
enlace fostodiéster 118 


codón 131 
polirribosoma 142 


complementario 119 | 
transcripto primario 127 


entrecruzamiento 156 
cebador 145 


promotor 124 
marco de lectura 132 
recombinación 116 


desaminación 152 
despurinación 153 
unión de DNA por los extremos 


155 q - 
DNA polimerasa 145 horquilla de replicación 145 
doble hélice 118 retrovirus 164 


transcriptasa inversa 164 

RNA ribosómico (rRNA) 116 

ribosoma 131 

RNA polimerasa 124 

dímero timina-timina 154 

transcripción 116 

RNA de transferencia 
(tRNA) 116 

traducción 116 

envoltura viral 160 

pares de bases de 
Watson-Crick 118 


sistemas de reparación por 
escisión 153 
exón 127 
conversión génica 159 
código genético 131 
estructura de Holliday 157 
recombinación homóloga 157 
intrón 127 
isoforma 130 
hebra retardada 146 
hebra conductora 146 
RNA mensajero (mRNA) 116 
mutación 151 


Revisión de los conceptos 


1. ¿Qué son los pares de bases de Watson-Crick? ¿Por qué son impor- 
tantes? 

2. La preparación de un plásmido (circular de doble hebra) para la 
secuenciación implica la formación de un anillo con un DNA cebador 
corto de oligonucleótidos complementario de una sola hebra a una de 
las hebras del plásmido molde. Esto se lleva a cabo rutinariamente ca- 
lentando el DNA del plásmido y el cebador a 90 *C y luego lentamente 
haciendo bajar la temperatura hasta 25 *C. ¿Por qué funciona este pro- 
tocolo? 

3. ¿Por qué la diferencia entre el RNA y el DNA ayuda a explicar la 
mayor estabilidad de este último? ¿Qué implicaciones tiene para la fun- 
ción del DNA? 

4. ¿Cuáles son las principales diferencias en la síntesis y estructura de 
los mRNA procariontes y eucariontes? 

5. Durante la investigación de la función de un gen para un recep- 
tor de un factor de crecimiento específico de los seres humanos, los 
investigadores encontraron que este gen sintetiza dos tipos de proteí- 
nas. Una proteína de mayor tamaño que contiene un dominio que se 
expande dentro de la membrana reconoce los factores de crecimiento 
de la superficie celular estimulando una vía de señalización corrien- 
te abajo específica. Por el contrario, una proteína más pequeña rela- 
cionada es secretada desde la célula y funciona uniendo el factor de 


crecimiento circulante disponible en la sangre e inhibe la vía de se- 
ñalización corriente abajo. Especule de qué manera la célula sintetiza 
estas proteínas Opuestas. 

6. La transcripción de muchos genes bacterianos se asienta en grupos 
funcionales llamados operones, como el operón triptófano (Fig. 4-13a). 
¿Qué es un operón? ¿Qué ventajas hay en tener genes dispuestos en un 
operón en comparación con la disposición en los eucariontes? 

7. ¿De qué manera afectaría a la traducción una mutación en el gen de 
la proteína que une poli(A)? ¿De qué manera diferiría una fotomicro- 
grafía electrónica de los polirribosomas de una mutación de este tipo 
con respecto al patrón normal? 

8. ¿Qué característica del DNA resulta en la necesidad de que cierta 
síntesis de DNA sea discontinua? ¿Cómo son utilizados los fragmentos 
de Okazaki y la DNA ligasa por la célula? 

9. Los eucariontes tienen sistemas de reparación que evitan las muta- 
ciones debidas a los errores de copiado y exposición a los mutágenos. 
¿Cuáles son los tres sistemas de reparación por escisión que se encuen- 
tran en los eucariontes y cuál de ellos es responsable de la corrección 
de los dímeros timina-timina que se forman como resultado del daño 
por la luz UV al DNA? 

10. Los sistemas de reparación del DNA son responsables de man- 
tener la fidelidad genómica en las células normales a pesar de la alta 
frecuencia con la cual ocurren los eventos de mutación. ¿Qué tipo de 
mutación del DNA se genera por (a) la radiación UV y (b) la radia- 
ción ionizante? Describa el sistema responsable de reparar cada uno 
de estos tipos de mutaciones en las células de mamífero. Postule por 
qué la pérdida de la función en uno o más sistemas de reparación del 
DNA tipifica muchos cánceres. 

11. ¿Cuál es el nombre dado al proceso que puede reparar el daño al 
DNA y generar la diversidad genética? Describa brevemente las simili- 
tudes y diferencias de ambos procesos. 

12. El genoma de un retrovirus puede integrarse al genoma de la cé- 
lula huésped. ¿Qué gen es único de los retrovirus y por qué la proteína 
codificada por este gen es absolutamente necesaria para mantener el 
ciclo de vida retroviral? Cierto número de retrovirus pueden infectar 
ciertas células humanas. Nombre dos de ellos y describa brevemente las 
implicaciones médicas que resultan de estas infecciones, describiendo 
por qué solo ciertas células son infectadas. 

13. a. ¿Cuál de las siguientes hebras de DNA, la superior o la inferior, 
servirían como molde para la transcripción de RNA si la molécula de 
DNA se desenrollara en la dirección indicada? 


5 ACGGACTGTACCGCTGAAGTCATGGACGCTCGA 3 
3” TGCCTGACATGGCGACTTCAGTACCTGCGAGCT 5 


—_—— 


Dirección del desenrollamiento del DNA 


b. ¿Cuál sería la secuencia de RNA resultante (escrita en dirección 
523)? 


14. Contraste las características de los genes procariontes y eucariontes. 
15. Usted ha aprendido acerca de los eventos que rodean la replica- 
ción del DNA y el dogma central. Identifique los pasos asociados con 
este proceso que se verían afectados adversamente en los siguientes 
escenarios. 


a. Las helicasas desenrollan el DNA pero las proteínas estabilizado- 
ras están mutadas y no pueden unirse al DNA. 

b. La molécula de mRNA forma un bucle en horquilla sobre sí mis- 
ma vía un apareamiento de bases complementarias en un área que se 
expande en el sitio de iniciación AUG. 

c. La célula es incapaz de producir un tRNAiMet funcional. 


16. Emplee la clave que se provee más abajo para determinar la secuen- 
cia de aminoácidos del polipéptido producido a partir de la siguiente 
secuencia de DNA. Nota: no todos los aminoácidos de esta clave serán 
empleados. 


5” TTICTAAACGCATGAAGCACCGTCTCAGAGCCAGTGA 3” 
3” AAGATTTGCGTACTTCGTGGCAGAGTCTCGGTCACT 5” 


—— > 


Dirección del desenrollamiento del DNA 


Asn=AAU Gl=CAG Lys=AAG Phe=UUC Tyr=UAC 
Cys=TCG His=CAU Met=AUG Ser=AGC Val = GUC; GUA 


Dirección de la horquilla de replicación... 3' 


5' 


17. a. Mire la figura que se encuentra arriba. Explique por qué es nece- 
sario que se formen fragmentos de Okazaki a medida que se produce la 
hebra conductora (en lugar de una hebra continua). 

b. Si la DNA polimerasa de la figura que se encuentra arriba pudie- 
ra solamente unirse a la hebra molde que se encuentra abajo, ¿en qué 
condiciones sería capaz de producir una hebra conductora? 


18. Los sistemas de reparación de DNA preferentemente se centran en 
la hebra recién sintetizada. ¿Por qué esto es importante? 

19. Identifique los tipos específicos de mutaciones puntuales que apa- 
recen más abajo (usted está viendo la versión directa de DNA de la 
secuencia de RNA). 


Secuencia original 5* AUG TCA GGA CGT CAC TCA GCT 3” 
Mutación A:5'AUG TCA GGA CGT CAC TGA GCT 3” 
Mutación B: 5 AUA TCA GGA CGT CAC TCA GCT 3” 


20. a. Detalle las diferencias clave entre la infección viral lítica y no 
lítica y proporcione un ejemplo de cada una de ellas. 

b. ¿Cuál de los siguientes procesos se produce en las infecciones 
virales líticas y no líticas? 

(i) La célula infectada se rompe para liberar las partículas virales. 

(ii) Los mRNA virales se transcriben mediante la maquinaria de 
traducción de la célula huésped. 

(iii) Las proteínas del virus y sus ácidos nucleicos se empaquetan 
para producir viriones. 
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Análisis de los datos 


La síntesis de las proteínas de los eucariontes se inicia normalmen- 
te en el primer codón AUG del mRNA. Sin embargo, en ocasiones 
los ribosomas no inician la síntesis proteica en el primer AUG, sino 
que escanean más allá de él (escaneo laxo) y la síntesis de proteínas 
comienza en un AUG interno. Para comprender cuáles son las carac- 
terísticas de un mRNA que afectan la eficiencia de la iniciación en el 
primer AUG, se han realizado estudios en los cuales se examinó la 
síntesis de la acetil transferasa de cloramfenicol. La traducción de su 
mensaje puede dar origen a una proteína conocida como preCAT o 
dar origen a una proteína ligeramente más pequeña, CAT (véase M. 
Kozak, 2005, Gene 361:13). Las dos proteínas difieren en que la CAT 
carece de varios aminoácidos encontrados en el extremo N-terminal 
de la preCAT. La CAT no deriva de la preCAT por escisión sino, en 
realidad, por la iniciación de la traducción del mRNA en un AUG 
interno: 


preCAT CAT 
Iniciación Iniciación Terminación 
1 2 


a. Los resultados de varios estudios han dado lugar a la hipótesis 
de que la secuencia (-3)ACCAUGG (+4), en la cual el codón de inicia- 
ción AUG se muestran en negritas, proporcionan un contexto óptimo 
para la iniciación de la síntesis proteica y asegura que los ribosomas 
no pasen de largo este primer AUG para iniciar la síntesis de proteínas 
en otro AUG corriente abajo. En el esquema numerado que se emplea 
aquí, la A del AUG de iniciación se designa como (+1); a las bases hacia 
el extremo 5” se les asignan números negativos (de modo tal que la 
primera base de esta secuencia es [-3)]), y a las bases hacia 3de la A 
(+) se les asignan números positivos (de modo tal que la última base 
de esta secuencia es [+4]). Para probar la hipótesis de que la secuencia 
del sitio de iniciación (—3)ACCAUGG (+4) evita el barrido laxo, la se- 
cuencia de mRNA de acetil transferasa de cloranfenicol fue modificada 
y los efectos resultantes sobre la traducción fueron evaluados. En la 
siguiente figura, la secuencia (en rojo) que rodea el primer codón AUG 
(en negro) del mRNA que origina la síntesis de la preCAT se muestra 
por encima del carril 3. La modificación de este mensaje se muestra 
por encima de los otros carriles del gen (los nucleótidos alterados se 
ven en azul) y las proteínas completas generadas a partir de cada men- 
saje modificado aparecen como bandas en el gel de poliacrilamida-SDS 
abajo. La intensidad de cada banda es una indicación de la cantidad de 
cada proteína sintetizada. Analice las alteraciones de la secuencia de 
tipo silvestre y describa el modo en que afectan la traducción. ¿Las po- 
“iciones de algunos nucleótidos son más importantes que las de otros? 
¿Los datos que se muestran en la figura apoyan la hipótesis de que el 
contexto en el cual está presente el primer AUG afecta la eficiencia de 
la traducción a partir de este sitio? ¿ACCAUGG es un contexto óptimo 
para la imiciación a partir del primer AUG? 
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4 
an GCAGUGGGACAGCCAGACAGACGGCACGAUGGCACUG..... 


AE 

3UuUl SS € 

uu .s$ceE € C 

uu E CA 

preCAT lG G G G 6 
¿4 UG GA A 


Carril 1 


b. ¿Cuáles son algunas de las alteraciones adicionales a este men- 


saje, además de las mostradas en la figura, que podrían pELIMIbn Cora: 
prender adicionalmente la importancia de la secuencia ACCAUGG 
como un contexto óptimo para la síntesis de la preCAT en lugar de la 
CAT? ¿De qué manera examinaría con mayor profundidad sila A en la 
posición (-3) y la G en la posición (+4) son los nucleótidos más im- 
portantes para proporcionar contexto a la iniciación en AUG? 

c. Una mutación que provoca una grave enfermedad de la sangre 
se encontró en una familia única (véase T. Matthes y cols., 2004, Blood 
104:2181). La mutación que aparece en rojo en la figura que está más 
abajo ha sido ubicada en la región 5'-no traducida del gen que codi- 
fica para hepcidina y se ha encontrado que altera el mRNA del gen. 
Las regiones sombreadas indican la secuencia codificante de los genes 
normal y mutante. En este mRNA alterado no se produce hepcidina y 
la falta de esta proteína resulta en la enfermedad. ¿Puede proporcionar 
una explicación razonable para la ausencia de síntesis de hepcidina en 
los miembros de la familia que han heredado esta mutación? ¿Qué pue- 
de deducir acerca de la importancia del contexto en el cual el sitio de 
iniciación para la síntesis de una proteína ocurre en este caso? 


Iniciación de hepcidina 
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La planaria es un gusano plano de agua dulce con una capacidad sorprenden- 


te para la regeneración. Si la cola y la cabeza de un planaria adulto se cortan, 


el gusano generará rápidamente estas estructuras (como se muestra en el re- 
cuadro superior izquierdo). La función de los genes específicos en los procesos 
de regeneración puede evaluarse al apagar la expresión génica mediante in- 
terferencia de RNA (RNAi) antes de cortar la cabeza y la cola. Los ocho cuadros 
restantes muestran la variedad de defectos de regeneración que pueden ob- 
servarse después de la RNA de diferentes genes causantes de la regeneración. 
Los genes inhibidos por la RNAi, de izquierda a derecha, empezando por el 
panel central superior son: smad4, B-catenina-1, antígeno carcinoma, POU2/3, 
rootletin, Novel, tolloid, y piwi. (Cortesía de Peter Reddien/MIT, Whitehead Institute) 


n el campo de la biología celular y molecular, reducida a sus 
elementos más básicos, buscamos un entendimiento del com- 
portamiento biológico de las células en términos de los meca- 
nismos químicos y moleculares subyacentes. A menudo, la investiga- 
ción de un nuevo proceso molecular se centra en la función de una 
proteína particular. Hay tres preguntas fundamentales que los biólo- 
gos celulares suelen formular acerca de una proteína recientemente 
descubierta: ¿cuál es la función de la proteína en el contexto de una 
célula viva, cuál es la función química de la proteína purificada, y 
dónde se localiza? Para responder a estas preguntas, los investigadores 
utilizan tres herramientas genéticas moleculares: el gen que codifica 
la proteína, una línea celular u organismo mutante que carezca de la 
proteína funcional y una fuente de la proteína purificada mediante 
estudios bioquímicos. En este capítulo, consideraremos varios aspec- 
tos de dos estrategias experimentales básicas para la obtención de es- 
tas tres herramientas (Fig. 5-1). N 
La primera estrategia, a menudo conocida como la genética clásica, 
comienza con el aislamiento de un mutante que parece ser defectuoso 
en algunos procesos de interés. Luego se utilizan métodos genéticos 
para identificar y aislar el gen afectado. El gen aislado puede manipu- 
larse para producir grandes cantidades de la proteína por medio de 
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experimentos bioquímicos y para diseñar sondas para estudios acerca 
de dónde y cuándo la proteína codificada se expresa en un organis- 
mo. La segunda estrategia sigue esencialmente los mismos pasos que 
el enfoque clásico, pero en orden inverso; comienza con el aislamiento 
de una proteína de interés o su identificación sobre la base del análisis 
de una secuencia genómica del organismo. Una vez que se ha aislado 
el gen correspondiente, éste puede alterarse y después ser reinsertado 
en un organismo. En ambas estrategias, al examinar las consecuencias 
fenotípicas de las mutaciones que inactivan un gen particular, los gene- 
tistas son capaces de relacionar el conocimiento acerca de la secuencia, 
la estructura y la actividad bioquímica de la proteína codificada para su 
función en el contexto de una célula viva u organismos multicelulares. 

Un componente importante en ambas estrategias, para el estudio 
de una proteína y su función biológica, es el aislamiento del gen corres- 
pondiente. Por lo tanto analizamos varias técnicas mediante las cuales 
los investigadores pueden aislar, secuenciar y manipular regiones es- 
pecíficas del DNA de un organismo. A continuación, introduciremos 
una variedad de técnicas que se utilizan, por lo general, para analizar 
dónde y cuándo se expresa un gen particular y en qué sitio de la célula 
se localiza. En algunos casos, el conocimiento acerca de la célula puede 
conducir a avances médicos significativos, y el primer paso en el desa- 


5.4 Localización e identificación de genes de 
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FIGURA 5-1 Panorama general de dos estrate- 
glas para relacionar la función, la localización 

y la estructura de los productos génicos. Un 
organismo mutante se encuentra en el punto de 
inicio de la estrategia genética clásica (flechas ver- 
des). La estrategia Inversa (flechas anaranjadas) suele 
comenzar con la identlicación de una secuencia 
codificante de proteína mediante análisis de las 
bases de datos de secuencia genómica. En ambas 
estrategias, el gen real se aísla a partir de una biblio- 
teca de DNA o mediante amplificación específica de 
la secuencia génica, a partir del DNA genómico. Una 
vez que se aísla un gen clonado, puede ser utilizado 
para producir la proteína codificada en los sistemas 
de expresión bacteriano o eucarionte. Alternativa- 
mente, un gen clonado puede ser inactivado por 
Una o varlas técnicas y ser usado para generar células 
u organismos mutantes. 


Análisis genético 


cultivadas 


rrollo de tratamientos para una enfermedad hereditaria es identificar 
y aislar el gen afectado, que se describe aquí. Finalmente, se discuten 
técnicas que anulan la función normal con el fin de analizar el papel de 
la proteína en la célula. 


5.1 Análisis genético de mutaciones para 
identificar y estudiar genes 


Como se describe en el Capítulo 4, la información codificada en la se- 
cuencia de DNA de genes especifica la secuencia —y, por lo tanto, la 
estructura y la función— de cada molécula de proteína en una célula. 
La potencia de la genética, como una herramienta para el estudio de 
células y organismos, se encuentra en la capacidad de los investigadores 
para alterar de manera selectiva cada copia de solo un tipo de proteína 
en una célula al hacer un cambio en el gen para esa proteína. Los análi- 
sis genéticos de mutantes defectuosos en un proceso particular pueden 
revelar (a) nuevos genes necesarios para que se Jleve a cabo el proceso, 
(b) el orden en el que los productos de los genes actúan en el proceso, 
y (c) si las proteínas codificadas por diferentes genes interactúan unas 
con otras. Antes de ver cómo los estudios genéticos de este tipo pueden 
proporcionar pistas acerca del mecanismo de un proceso del desarro- 
llo o celular complicado, en primer lugar explicamos algunos términos 
genéticos básicos utilizados a lo largo de todo el análisis. 

Las diferentes formas, o variantes, de un gen se denominan alelos. 
Los genetistas suelen referirse al número de variantes genéticas que 
se producen naturalmente y que existen en poblaciones, en particu- 
lar en poblaciones humanas, como alelos, El término mutación suele 
reservarse para instancias en las cuales se conoce que un alelo se ha 
formado recientemente, como después del tratamiento de un organis- 
mo experimental con un mutágeno, un agente que causa un cambio 
hereditario en la secuencia de DNA. 

En sentido estricto, el conjunto particular de alelos para todos los 
genes que porta un individuo es su genotipo. Sin embargo, este térmi- 
no también se utiliza en un sentido más restringido para denotar solo 
los alelos del gen o los genes paruculares que se están examinando. 
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Para los organismos experimentales, el término de tipo silvestre se 
emplea para designar un genotipo estándar para usar como una refe- 
rencia en los experimentos de cultivo. Por lo tanto, el alelo no mutante 
en general se designará como el de tipo silvestre. Debido a la enor- 
me variación alélica que se produce naturalmente en las poblaciones 
humanas, el término tipo silvestre suele referirse a un alelo que está 
presente en una frecuencia mucho más alta que cualquiera de las otras 
posibles alternativas. 

Los genetistas trazan una distinción importante entre el genotipo 
y el fenotipo de un organismo. El fenotipo se refiere a todos los atri- 
butos físicos o rasgos de un individuo que son la consecuencia de un 
genotipo determinado. Sin embargo, en la práctica, el término fenotipo 
suele utilizarse para referirse a las consecuencias físicas que resultan 
solo de los alelos que están en estudio experimental. Las características 
fenotípicas observables rápidamente son cruciales en el análisis gené- 
tico de las mutaciones. 


Los alelos mutantes dominantes y recesivos suelen 
tener efectos opuestos en la función del gen 


Una diferencia genética fundamental entre los organismos experi- 

mentales es si sus células portan un conjunto único de cromosomas o 

dos copias de cada cromosoma. Los primeros se denominan haploi- 

des; los segundos diploides. Los Organismos multicelulares comple- 
jos (p. ej. moscas de la fruta, ratones, seres humanos) son diploides, 
mientras que muchos organismos unicelulares simples son haploi- 
des. Algunos organismos, notablemente la levadura Saccharomyces 
cerevisiae, pueden existir en estado haploide o diploide. Las células 
normales de algunos organismos, plantas y animales llevan más de 
dos copias de cada cromosoma; por lo tanto, son designadas como 
poliploides. Más aún, las células cancerosas comienzan como diploi- 
des, pero a través del proceso de transformación en células cancerosas 
pueden ganar copias extra de uno o más cromosomas y, por ende, 
se designan como aneuploides. Sin embargo, nuestra descripción de 


técnicas y análisis genéticos se relaciona con organismos diploides, 
incluso levaduras diploides. 


GENOTIPO => e. 
DIPLOIDE-—| == =——+ 
FENOTIPO o — 
DIPLOIDE De tipo silvestre Mutante 


. 9 rent de los alelos mutantes dominante y recesivo en el 
eno Post e los organismos diploides. Una única copia de un alelo dominan- 
te es suficiente para producir un fenotipo mutante, mientras que ambas copias 


Aunque muchos alelos diferentes de un gen pueden manifestarse en 
organismos distintos de una determinada población, cualquier organis- 
mo diploide individual portará dos copias de cada gen y, por lo tanto, 
como máximo podrá tener alelos diferentes. Un individuo con dos ale- 
los diferentes es heterocigoto para un gen, mientras que un individuo 
que porta dos alelos idénticos es homocigoto para un gen. Un alelo mu- 
tante recesivo se define como uno en el cual ambos alelos deben ser 
mutantes para que se observe el fenotipo mutante; es decir, el individuo 
debe ser homocigoto para el alelo mutante para que manifieste el feno- 
tipo mutante. Por el contrario, las consecuencias fenotípicas de un alelo 
mutante dominante pueden observarse en un individuo heterocigoto 
que porta un alelo mutante y otro de tipo silvestre (Fig. 5-2). 

Que un alelo mutante sea recesivo o dominante proporciona infor- 
mación valiosa acerca de la función del gen afectado y de la naturaleza 
de la mutación responsable. Los alelos recesivos suelen ser el resultado 
de una mutación que inactiva el gen afectado, lo que conduce a una 
pérdida de función parcial o completa. Estas mutaciones recesivas pue- 
den eliminar parte de los genes o el gen completo del cromosoma —lo 
que interrumpe la expresión del gen o alterar la estructura de la pro- 
teína codificada y modificar, de este modo, su función. Por el contrario, 
los alelos dominantes suelen ser la consecuencia de una mutación que 


una clase de ganancia de función. Dichas mutaciones domi- 
la proteína codificada, lo que 


o llevando a su patrón de ex- 


causa alg 
nantes pueden aumentar la actividad de 
confiere una nueva función en ese lugar, 


presión temporal o espacial inadecuado. 
Sin embargo, las mutaciones dominantes en ciertos genes están 


asociadas con una pérdida de función. Por ejemplo, algunos genes qu 
haploinsuficientes, lo que significa que la eliminación o caos e 
uno o dos alelos de ese gen conducen a un fenotipo mutante debido a 


que no se sintetiza suficiente producto génico. En otras maras ocasio- 
nte en un alelo puede producir un cambio 
fiere en la función de la proteína de 
alelo. Este tipo de mutación, deno- 
imilar al obtenido a 


nes, una mutación domina 
estructural en la proteína que Inter 


tipo silvestre codificada por el otro 
' S 
minada dominante-negativa, produce un fenotipo 


partir de una mutación de pérdida de función. 


edades recesivas y domi- 
la afirmación acerca de si un alelo es domi- 
nante o recesivo debe especificar el fenotipo. Por a alelo del 
gen de la hemoglobina en los seres humanos designado H tiene más 
de una consecuencia fenotípica. Los individuos que son homocigotos 


para este alelo (Hb*/Hb*) tienen la enfermedad debilitante anemia fal- 


' : en 
ciforme, pero los individuos (Hb/Hb") heterocigotos no paa 
fermedad. Por lo tanto, Hb es recesivo para el rasgo de enfermeda 


Algunos alelos pueden exhibir propi 


nantes. En esos Casos, 
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de un alelo recesivo debe estar presentes para causar un fenotipo mutante. Las 
mutaciones recesivas suelen provocar una pérdida de función; las mutaciones 
dominantes suelen causar una ganancia de función o una función alterada. 


anemia falciforme. Por otra parte, los individuos heterocigotos (Hb 
Hb“) son más resistentes a la malaria que los homocigotos (Hb*/Hb”), 
lo que revela que Hb* es dominante para el rasgo de la resistencia al 


paludismo. M 


Un agente comúnmente utilizado para inducir mutaciones (mu- 
tagénesis) en organismos experimentales es el sulfonato de etilmetano 
(EMS, por sus siglas en inglés). Aunque este mutágeno puede alterar las 
secuencias de DNA en diversas formas, uno de sus efectos más comu- 
nes es la modificación química de la guanina en el DNA, que conduce 
a la conversión del par G-C en un par A-T. Esta alteración en la secuen- 
cia de un gen, que involucra un único par de bases, se conoce como 
mutación puntual. Una mutación puntual silenciosa no causa cambios 
en la secuencia aminoacídica o en la actividad de una proteína codi- 
ficada por el gen. Sin embargo, las consecuencias fenotípicas debido 
a los cambios de la actividad de la proteína pueden surgir a partir de 
mutaciones puntuales que producen la sustitución de un aminoácido 
por otro (mutación con sentido erróneo) o la introducción de un codón 
de detención (mutación sin sentido) o un cambio en el marco de lectura 
de un gen (mutación con cambio de marco de lectura). Debido a que las 
alteraciones en la secuencia de DNA que conducen a la disminución de 
la actividad proteica son mucho más probables que las que conducen a 
un cambio cualitativo o a un incremento en la actividad de la proteína, 
la mutagénesis suele producir muchas más mutaciones recesivas que 


mutaciones dominantes. 


La segregación de mutaciones 
en experimentos de cruzamientos de cepas 
revela si son dominantes o recesivas 


Los genetistas aprovechan el ciclo normal de un organismo para eva- 
luar la dominancia o la recesividad de los alelos. Para ver cómo se hace 
esto, primero es necesario repasar el tipo de división celular que da 
origen a los gametos (espermatozoides y óvulos en los animales supe- 
riores). Mientas que las células (somáticas) del cuerpo de la mayoría 
de los organismos multicelulares se dividen por mitosis, las células 
germinales lo hacen por meiosis. Al igual que las células somáticas, las 
células germinales premeióticas son diploides, contienen dos homólo- 


e cada tipo de cromosoma. Los dos homólogos que constituyen 
s diferentes y, 


rmas alélicas. 


gos d 
cada par de cromosomas homólogos derivan de padre 


sus genes pueden existir en diferentes fo 
ntecimientos en las divisio- 
plicación del DNA siempre 
dos células hijas diploides. 


por lo tanto, 
La Figura 5-3 describe los principales aco 
nes meiótica y mitótica. En la mitosis, la re 
es seguida por la división celular, que da 
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6) ANIMACIÓN FOCALIZADA: Mitosi: 
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FIGURA 5-3 Comparación de la mitosis y la meiosis. Ambas células 
somáticas y las células germinales premeióticas tienen dos copias de cada 
cromosoma (2n), una materna y otra paterna. En la mitosis, los cromosomas re- 
picados, cada uno compuesto por dos cromátidas hermanas, se alinean en el 
centro de la célula de forma tal que ambas células hijas reciben un homólogo 
paterno y uno materno de cada tipo morfológico de cromosoma. Durante la 
primera división meiótica, sin embargo, cada cromosoma replicado se aparea 
con su compañero homólogo en el centro de la célula; este apareamiento 

se denomina sinapsis y, en esta etapa, se evidencia el entrecruzamiento de 
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los cromosomas homólogos. Luego, un cromosoma replicado de cada tipo 
morfológico pasa a cada célula hija. Las células resultantes atraviesan una se- 
gunda división sin replicación del DMA, con la distribución de cada cromátida 
hermana de cada tipo morfológico en las células hijas. En la segunda división 
meiótica, el alineamiento de las cromátidas y su segregación en las células hijas 
es la misma que en la división mitótica. El alineamiento de los pares de cromo- 
somas homólogos, en la metafase |, es aleatorio con respecto a los otros pares 


de cromosomas y da como resultado una mezcla de cromosomas derivados 
del padre y la madre en cada célula hija. 
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FIGURA 5-4 Patrones de se 
y recesivas en los cruzamientos entre 
diploides. Toda la descendencia de la primera generación 
rocigota. Si el alelo mutante es dominante, la descendencia F; exhibirá el 

fenotipo mutante, como en la parte (a). Si el alelo mutante es recesivo, la 

descendencia F; exhibirá el fenotipo de tipo silvestre, como en la parte (b). 
El cruzamiento entre los heterocigotos de la F1 también produce diferentes 
proporciones de segregación para alelos mutantes dominantes y recesivos 


en la generación F,. 


En la meiosis, una ronda de replicación del DNA es seguida de dos 
divisiones celulares separadas que producen cuatro células haploides 
(11) que contienen solo un cromosoma de cada par homólogo. La 
distribución, o segregación, de los cromosomas homólogos replicados 
a las células hijas durante la primera división meiótica es aleatoria; es 
decir, los homólogos derivados de la madre o padre se segregan in- 
dependientemente y producen células hijas con diferentes mezclas de 


cromosomas maternos y paternos. 
Como una forma de evitar la comp 
suelen empezar los experimentos de cruzamient 
homocigotas para los genes que se están examinando. En esas líneas 
puras (verdaderas), cada individuo recibirá el mismo alelo de cada pro- 
genitor; por lo tanto, la composición de los alelos no cambia a partir 
de una generación a la siguiente. Cuando una línea pura mutante es 
apareada con una línea pura de tipo si 
ción filial (F,) será hetereocigota (Fig. 5-4). Si la progenie F, exhibe el 
entonces el alelo mutante es dominante; si la progenie 
recesivo. Cruzamientos 
elarán diferentes patro- 


lejidad indeseada, los genetistas 
os con cepas que son 


lvestre, toda la primera genera- 


rasgo mutante, 
F, exhibe el rasgo de tipo silvestre, el mutante es 
posteriores entre los individuos F; también rev 
nes de herencia según si la mutación es domin 
do los individuos F, que son heterocigotas para un alelo dominante se 
cruzan entre ellos, las tres cuartas partes de la progenie F, resultante 
exhibirá el rasgo mutante. Por el contrario, cuando los individuos F, 
que son heterocigotos para un alelo recesivo se cruzan entre sí, solo un 
cuarto de la progenie resultante F, exhibirá el rasgo mutante. 


Como se mencionó anteriormente, la levadura $. cerevisiae, un Or- 
ede existir en estado haploide o 


ante o recesiva. Cuan- 


ganismo experimental importante, pu 
diploide. En estos eucariontes unicelulares, los cruzamientos entre las 


células haploides pueden determinar si un alelo mutante es dominante 
o recesivo. Las células de levadura haploide, que portan una copia de 
cada cromosoma, pueden ser de dos tipos de apareamiento diferentes 
conocidos como a y Q.. Las células haploides de tipo de apareamien- 
to opuesto pueden aparearse para producir diploides a/a, que llevan 
dos copias de cada cromosoma. Si una mutación nueva con un feno- 
tipo observable se aísla en una cepa haploide, la cepa mutante puede 
aparearse con una cepa de tipo silvestre con un tipo de apareamiento 
opuesto para producir los diploides a/a, que son heterocigotas para el 
alelo mutante. Si estos diploides exhiben el rasgo mutante, el alelo mu- 
tante es dominante; pero si los diploides aparecen como tipo silvestre, 
el alelo mutante es recesivo. Cuando los diploides a/a se colocan en 
condiciones de inanición, las células experimentan meiosis, lo que da 
lugar a un tétrada de cuatro esporas haploides, dos de tipo a y dos de 
tipo QL. La esporulación de una célula diploide heterocigota produce 
dos esporas que llevan un alelo mutante y dos que llevan el alelo de tipo 
silvestre (Fig. 5-5). En condiciones adecuadas, las esporas de levaduras 
germinarán y producirán cepas haploides vegetativas de ambos tipos 
de apareamiento. 


Pueden utilizarse mutaciones condicionales 
para estudiar genes esenciales en levaduras 


Los procedimientos utilizados para identificar y aislar mutantes, deno- 
minados detección genética (genetic screens), dependen de si el organis- 
mo experimental es haploide o diploide, y si se trata de éste último, si 
la mutación es recesiva o dominante. Los genes que codifican proteínas 
esenciales para la vida están entre las más interesantes y más importan- 
tes para estudiar. Puesto que la expresión fenotípica de las mutaciones 
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FIGURA 5-5 Segregación de los alelos en levaduras. (a) Las células haploi- 
des de Saccharomyces de tipo de apareamiento opuesto (p. ej., un tipo de apa- 


reamiento a y uno de tipo a) pueden producir un diploide a/a. Si un haploide 
lleva un alelo de tipo silvestre dominante y el otro lleva un alelo mutante 
recesivo del mismo gen, el diploide heterocigoto resultante expresará un rasgo 
dominante. Bajo ciertas condiciones, una célula diploide formará una tétrada 
de cuatro esporas haploides. Dos de las esporas en la tétrada expresarán el ras- 
go recesivo, y dos expresarán el rasgo dominante. (b) Si el fenotipo mutante no 
es viable bajo condiciones de crecimiento restrictivo, cada tétrada, mostrada 
aquí como cuatro esporas separadas verticalmente y crecidas en colonias en 
un medio restrictivo, consistirá en dos esporas viables y dos inviables. (Parte (b] de 
B. Senger y cols. 1998, EMBO J17:2196.) 


en genes esenciales conduce a la muerte de un individuo, se requieren 
ingeniosas detecciones genéticas para aislar y mantener organismos 
con una mutación letal. 

En las células haploides, los genes esenciales pueden estudiarse a 
través del uso de las mutaciones condicionales. Entre las mutaciones 
condicionales más comunes, se encuentran las mutaciones sensibles 
a la temperatura, que pueden aislarse en las bacterias y los eucariontes 
inferiores, pero no en los eucariontes de sangre caliente. Por ejemplo, 
una mutación con sentido erróneo puede hacer que la proteína mu- 
tante resultante tenga una estabilidad térmica reducida de manera tal 
que la proteína sea completamente funcional a una determinada tem- 
peratura (p. ej., 23 "C) pero comience a desnaturalizarse y sea inactiva 
a otra temperatura (p. ej., 36 *C), mientras que la proteína normal 
podria ser completamente estable y funcional a ambas temperaturas. 
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tudios de L. H. Hartwell y cols., a fines de la década de 1960 y comien- 


armente importante para los 


vadura proviene de los es. 


zos de la de 1970, Se propusieron identificar genes importintes en la 
regulación del ciclo celular durante el cual una cólula ee proteí- 
nas, replica su DNA y luego atraviesa la división celular mitótica, donde 
cada célula hija recibe una copia de cada cromosoma. El crecimiento 
exponencial de una única célula de levadura a partir de 20-30 divisio- 
nes celulares forma una colonia de levaduras visible sobre un medio de 
agar sólido. Como los mutantes con un bloqueo completo en el ciclo 
celular no serían capaces de formar una colonia, se requirieron mutan- 
tes condicionales para estudiar las mutaciones que afectan este proceso 
celular básico. Para detectar estos mutantes, los investigadores prime- 
ro identificaron células de levadura mutagenizadas que podían crecer 
normalmente a 23 *C, pero que no podían formar colonias cuando se 
las colocaba a 36 *C (Fig. 5-64). 

Una vez aislados los mutantes sensibles a la temperatura, el aná- 
lisis posterior reveló que efectivamente resultaban defectuosos en la 
división celular. En S. cerevisiae, la división celular se produce a tra- 
vés de un proceso de gemación, y el tamaño del brote, que se visua- 
liza fácilmente mediante microscopia óptica, indica una posición de 
la célula en el ciclo celular. Cada uno de los mutantes que no podía 
crecer a 36 *C se analizaron con microscopia después de varias horas 
a la temperatura no permisiva. El análisis de muchos mutantes dife- 
rentes sensibles a la temperatura reveló que alrededor del 1% exhibió 
un bloqueo distinto en el ciclo celular. Por lo tanto, estos mutantes 
fueron designados como mutantes cdc (ciclo división celular). Más 
importante aún, estos mutantes de levadura no fallaron simplemen- 
te al crecer, como hubiera sucedido si llevaran una mutación que 
afecta el metabolismo celular general. En lugar de ello, a la tempe- 
ratura no permisiva, los mutantes de interés crecieron normalmente 
como parte del ciclo celular, pero luego se detuvieron en un estadio 
particular del ciclo celular, de manera tal que se observaron muchas 
células en este estadio (Fig. 5-6b). La mayoría de las mutaciones cdc 
en levadura son recesivas; es decir, cuando las cepas haploides cdc se 
aparean con haploides de tipo silvestre, los diploides heterocigotos 


resultantes no son ni sensibles a la temperatura ni defectuosos en la 
división celular. 


Las mutaciones letales recesivas en los diploides 
pueden identificarse mediante endogamia 
y mantenerse en heterocigotos 


En los organismos diploides, los fenotipos resultantes de las mutacio- 
nes recesivas pueden observarse solo en los individuos homocigotos 
para los alelos mutantes. Puesto que la mutagénesis en un organis- 
mo diploide típicamente cambia solo un alelo de un gen y produce 
mutantes heterocigotos, la detección genética debe incluir pasos de 
endogamia, con el fin de producir una progenie que sea homocigota 
para los alelos mutantes. El genetista H. Muller desarrolló un proce- 
dimiento general y eficiente para llevar a cabo esos experimentos de 
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-6 Las levaduras haploides que llevan muta- 
ciones letales sensibles a la temperatura son mantenidas a tempera- 
tura permisiva y analizadas a temperatura no permisiva. (a) Búsqueda 
genética para los mutantes del ciclo de división celular (cdc) sensibles a la 
temperatura. Las levaduras que crecen y forman colonias a 23 C (temperatura 
permisiva), pero no a 36 C (temperatura no permisiva), pueden llevar una 
mutación letal que bloquee la división celular, (b) Ensayo de colonias sensibles 
a la temperatura para bloquear etapas específicas en el ciclo celular. Aquí se 
muestran microfotografías de mutantes de levadura de tipo silvestre y dos 
mutantes sensibles a la temperatura, después de la incubación a temperatura 
no permisiva, durante 6 horas. Las células de tipo silvestre, que continúan 
creciendo, pueden observarse con brotes de todos los tamaños, lo cual refleja 
las diferentes etapas en el ciclo celular. Por el contrario, las células en las dos 
microfotografías inferiores exhiben un bloqueo en un estadio específico del 
ciclo celular. Los mutantes cdc28 se detienen en un punto antes de la aparición 
de un nuevo brote y, por lo tanto, aparecen como células que no brotaron. Los 
mutantes cdc?7, que se detienen justo antes de la separación de la célula madre 
y el brote (célula hija emergente), aparecen como células con brotes grande. 
(Parte (a] véase L H. Hartwell, 1967, J. Bacteriol 93:1662; parte (b] de LM. Hereford y LH Hartvell, 1974, J 
Mol Biol, 84: 445.) 


endogamia en la mosca de la fruta Drosophila. Las mutaciones letales 
en Drosophila y otros organismos diploides pueden mantenerse en 
los individuos heterocigotos y sus consecuencias fenotípicas pueden 
analizarse en los homocigotos. 

El enfoque de Muller fue utilizado con mayor efecto por C. 
Nússlein-Volhard y E. Wieschaus, quienes detectaron sistemáticamente 
las mutaciones letales recesivas que afectan la embriogénesis en Droso- 
phila. Los embriones homocigotos muertos que portaban mutaciones 
letales recesivas, identificadas mediante esta detección, se examinaron 
bajo el microscopio en busca de defectos morfológicos en los embrio- 
nes. El entendimiento actual de los mecanismos moleculares subya- 
centes de los organismos multicelulares se basa, en gran medida, en el 
cuadro detallado del desarrollo embrionario revelado por la caracteri- 
zación de estos mutantes de Drosophila. 


Las pruebas de complementación determinan 
si diferentes mutaciones recesivas están 
en el mismo gen 


En el enfoque genético para estudiar un proceso celular particular, los 
investigadores suelen aislar múltiples mutaciones recesivas que pro- 
ducen el mismo fenotipo. Una prueba común para determinar si estas 
mutaciones están en el mismo gen o en genes diferentes aprovecha 
el fenómeno de complementación genética, es decir, la restauración 
del fenotipo de tipo silvestre por apareamiento de dos mutantes di- 
ferentes. Si dos mutaciones recesivas, a y b, están en el mismo gen, 
un organismo diploide heterocigoto para ambas mutaciones (p. ej., 
que lleva un alelo a y un alelo b) exhibirá el fenotipo mutante, ya 
que ninguno de los alelos proporciona una copia funcional del gen. 
Por el contrario, si las mutaciones a y b están en genes separados, los 
heterocigotos que llevan una copia única de cada alelo mutante no 
exhibirán el fenotipo mutante debido a que también estará presente 
un alelo de tipo silvestre de cada gen. 
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En este caso, se dice que las mutaciones son complementarias entre 
st. Las pruebas de complementación no pueden realizarse en mutan- 
tes dominantes porque el fenotipo conferido por el alelo mutante es 
visualizado incluso en la presencia de un alelo de tipo silvestre del gen. 

Las pruebas de complementación de un grupo de mutantes que 
presenta el mismo fenotipo pueden distinguir los genes individuales 
de un grupo de genes relacionados funcionalmente; todos éstos de- 
ben funcionar para producir un rasgo fenotípico determinado. Por 
ejemplo, la detección de mutaciones cdc en Saccharomyces, descritas 
anteriormente, produce muchos mutantes sensibles a la temperatura, 
que aparecen detenidos en el mismo estadio del ciclo celular, Para de- 
terminar cuántos genes fueron afectados por estas mutaciones, Hart- 
well y cols. llevaron a cabo pruebas de complementación en todas 
las combinaciones de pares de mutantes cdc según el protocolo es- 
quematizado en la Figura 5-7. Estas pruebas identificaron más de 20 
genes CDC diferentes. La posterior caracterización molecular de los 
genes CDC y sus proteínas codificadas, como se describen en detalle 
en el Capítulo 20, ha proporcionado un esquema de trabajo para la 
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Ordenamiento de las vías biosintéticas Un ejemplo simple del pri- 
mer tipo de proceso es la biosíntesis de un metabolito, como el ami- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-7 El análisis de 
complementación determina si las mutaciones 
recesivas están en el mismo gen o en genes 
diferentes. Los análisis de complementación en 
levaduras se llevan a cabo mediante celulas de 
apareamiento haploide a y QL que llevan diferentes 
mutaciones recesivas para producir células diploides 
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noácido triptófano, en las bacterias. En este caso, cada una de las en- 
zimas requeridas para la síntesis del triptófano cataliza la conversión 
de uno de los intermediarios en la vía al siguiente. En E, coli, los genes 
que codifican estas enzimas se encuentran adyacentes uno con otro 
en el genoma, lo que constituye el operón trp (véase la Fig. 4-13a). El 
orden de acción de los diferentes genes para estas armas Fs inicial- 
mente, deducido a partir del tipo de compuestos intermediarios que 
se acumulan en cada mutante. En el caso de las vías sintéticas com- 
plejas, sin embargo, el análisis fenotípico de los mutantes defectuo- 
sos en un solo paso puede dar resultados ambiguos que no permiten 
concluir el orden de los pasos. Los dobles mutantes defectuosos en 
dos pasos, en la vía, son particularmente útiles en el ordenamiento de 
dichas vías (Fig. 5-82). 

En el Capítulo 14, analizaremos el uso clásico de la estrategia de 
dobles mutantes para ayudar a elucidar la vía secretoria. En esta vía, las 
proteínas que serán secretadas desde la célula se mueven desde su sitio 
de síntesis, en el retículo endoplasmático rugoso (RE), hasta el comple- 
jo de Golgi; después, hasta las vesículas secretorias y, finalmente, hasta 
la superficie celular. 


Ordenamiento de las vías de señalización Como se aprenderá en 
los últimos capítulos, la expresión de muchos genes eucariontes está 
regulada por las vías de señalización que son iniciadas por hormonas 
extracelulares, factores de crecimiento u otras señales. Estas vías de 
señalización pueden incluir numerosos componentes, y el análisis de 
dobles mutantes suele aportar elementos para una comprensión más 
profunda de las funciones y las interacciones de estos componentes. El 
único prerrequisito para la obtención de la información útil a partir 
de este tipo de análisis es que las dos mutaciones deben ejercer efectos 
opuestos en el resultado de la misma vía regulada. Más comúnmente, 
una mutación reprime la expresión de un gen informador particular 
incluso cuando la señal está presente, mientras que otra mutación pro- 
duce la expresión de un gen informador incluso cuando la señal está 
ausente (p. ej., expresión constitutiva). Como se ilustra en la Figura 
5-8b, dos mecanismos reguladores simples son coherentes con esos 
mutantes simples, pero el fenotipo del doble mutante puede distinguir- 
se entre ellos. Este enfoque general ha permitido a genetistas delinear 
muchos pasos clave en la variedad de diferentes vías reguladoras y esta- 
blecer la base para análisis bioquímicos más específicos. 

Nótese que esta técnica difiere de las pruebas de complementación 
recién descritas, en las que ambos mutantes dominante y recesivo— 
pueden someterse a un análisis de dobles mutantes. Cuando se evalúan 
dos mutaciones recesivas, el doble mutante creado debe ser homocigoto 
para ambas mutaciones. Además, los mutantes dominantes pueden so- 


meterse a análisis de dobles mutantes. 


La supresión genética y la letalidad sintética 
pueden revelar proteínas interactuantes 
o redundantes 


Otros dos tipos de análisis genéticos pueden aportar pistas adiciona- 
les acerca de cómo las proteínas que funcionan en los mismos pro- 
cesos celulares pueden interactuar unas con Otras €n la célula viva. 
Ambos métodos, que se aplican en muchos organismos experimen- 
tales, implican el uso de mutantes dobles en los cuales los efectos fe- 
notípicos de una mutación son modificados por la presencia de una 


segunda mutación. 


(a) Análisis de una vía biosintética 
Una mutación en A acumula el intermediario 1. 
Una mutación en B acumula el intermediario 2. 


FENOTIPODE 
DOBLE MUTANTE: Una mutación doble en A y en B acumula 
el intermediario 1. 
INTERPRETACIÓN: — La reacción catalizada por A precede la | 
reacción catalizada por B. | 
A B 
Ñ 008 


(b) Análisis de una vía de señalización 


Una mutación en A da una expresión reprimida del informador 


Una mutación en B da una expresión constitutiva del informador 
_ _ —_—_—_—_——— —_ __Q__ => 
FENOTIPO DE | 
DOBLE MUTANTE: Una mutación doble en A yen B da una | 
expresión reprimida del informador | 


INTERPRETACIÓN: — A regula la expresión del informador 


positivamente y B negativamente 


B—QHA 


FENOTIPO DE | 


DOBLE MUTANTE: Una mutación doble en A y en B da una 
expresión constitutiva del informador 
INTERPRETACIÓN: — B regula negativamente la expresión del 


informador y es regulado negativamente 
por A 


— 


FIGURA 5-8 El análisis de dobles mutantes suele poder ordenar los pa- 
sos en las vías biosintéticas o de señalización. Cuando las mutaciones en 
dos genes diferentes afectan el mismo proceso celular pero tienen diferentes 
fenotipos distintivos, el fenotipo de doble mutante puede revelar el orden en 
el cual deben funcionar los dos genes. (a) En el caso de las mutaciones que 
afectan la misma vía biosintética, un mutante doble acumulará el intermediario 
inmediatamente antes del paso catalizado por la proteína que actúa más tem- 
prano en el organismo de tipo silvestre. (b) El análisis de dobles mutantes de 
una vía de señalización es posible si dos mutaciones tienen efectos opuestos 
en la expresión de un gen informador. En este caso, el fenotipo observado del 
doble mutante proporciona Información acerca del orden en el cual las protei- 
nas actúan y si ellos son reguladores positivos o negativos. 


Mutaciones supresoras El primer tipo de análisis se basa en la supre- 
sión genética. Para comprender este fenómeno, suponga que las mu- 
taciones puntuales conducen a cambios estructurales en una proteína 
(A) que interrumpe su capacidad de asociarse con otra proteína (B) 
involucrada en el mismo proceso celular. De manera similar, las mu- 
taciones en la proteína B ocasionan pequeños cambios estructurales 
que inhiben su capacidad de interactuar con las proteínas A. Más aún, 
asumamos que el funcionamiento normal de las proteínas A y B depen- 
de de sus interacciones. En teoría, un cambio estructural específico en 
la proteína A podría ser suprimido por cambios compensatorios en la 
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(a) Supresión 


Genotipo AB aB Ab ab 
Fenotipo Tipo silvestre Mutante Mutante Mutante 
suprimido 
A A ] 
| INTERPRETACIÓN | 
| | 
| | 
(b) Letalidad sintética 1 
Genotipo AB aB Ab ab 
Fenotipo _Tipo Defecto Defecto Defecto 
silvestre parcial parcial grave 


un | 


| INTERPRETACIÓN (9) 
| 
| 


(c) Letalidad sintética 2 


Genotipo AB aB Ab ab 
Fenotipo _Tipo _Tipo _Tipo Mutante 
silvestre silvestre silvestre 


: 
| INTERPRETACION 


Producto 


FIGURA 5-9 Las mutaciones que derivan de la supresión genética o de 
la letalidad sintética revelan interacción o proteínas redundantes. (a) 
La observación de que los dobles mutantes con dos proteínas defectuosas (A 
y B) tienen un fenotipo de tipo silvestre pero que los mutantes simples dan 
un fenotipo mutante indica que la función de cada proteína depende de la 
interacción con el otro. (b) La observación de que los dobles mutantes tienen 
un defecto fenotípico más grave que los mutantes simples también evidencia 
que dos proteinas (p. ej. subunidades de un heterodímero) deben interactuar 
para funcionar normalmente. (c) La observación de que un doble mutante no 
es viable pero que los correspondientes mutantes simples tienen el fenotipo 
de tipo silvestre indica que dos proteínas funcionan en vías redundantes para 


producir un producto esencial 


proteina B y permitir que las proteínas mutantes interactúen. En casos 
raros en los cuales se producen tales mutaciones supresoras, las cepas 
que portan ambos alelos mutantes podrían ser normales, mientras que 
aquellas que portan solo uno de los alelos mutantes podrían tener un 
fenotipo mutante (Fig. 5-9a). 

La observación de que la supresión genética en las cepas de le- 
vadura que portan un alelo de actina mutante (act1-1) y una segunda 
mutación (sacó) en otro gen proporcionan evidencia temprana para 
una interacción directa in vivo entre las proteínas codificadas por los 
dos genes. Estudios bioquímicos posteriores demostraron que estas dos 
proteinas —Act 1 y Sac6-— efectivamente interactúan en la construcción 
de estructuras de actina funcionales dentro de la célula, 


Mutaciones letales sintéticas Otro fenómeno, denominado letalidad 
sintética, produce un efecto fenotípico opuesto al de la supresión. En 
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este caso, el efecto deletéreo de una mutación es enormemente cxacer- 
suprimido) por una segund n ga 
al dichas mutaciones letales sinteti- 


Figura 5-9b. En este ejemplo, una 
a de forma parcial, pero no por 
ra de las subunidades no 


bado (en | ] a mutación en un gen 
ado (en lugar de 
relacionado. Una situación en la cu 
cas pueden producirse se ilustra en la 
proteína heterodimérica es inactivad 


completo, mediante mutaciones en cualquie : E 
n los dobles mutantes que portan mutaciones 


an ambas subunidades, se produce 
lo que da como resultado efec- 


idénticas. Sin embargo, € 
específicas en los genes que codific 
poca interacción entre las subunidades, Anos 
tos fenotípicos graves. Las mutaciones letales sintéticas pueden revelar 


genes no esenciales cuyas proteínas codificadas funcionan en las vías 


redundantes para la producción de un componente celular esencial, 
Como se describe en la Figura 5-9c, si cualquier vía sola es inactivada 
por una mutación, la otra vía será capaz de suministrar el producto 
necesario. Sin embargo, si ambas vías son inactivadas al mismo tiempo, 
el producto esencial no puede ser sintetizado, y los dobles mutantes no 


serán viables. 


Pueden identificarse genes mediante su posición 
en el mapa en el cromosoma 


La descripción anterior del análisis genético ilustra cómo los genetis- 
tas pueden profundizar su conocimiento acerca de la función de un 
gen mediante la observación de los efectos fenotípicos producidos al 
unir diferentes combinaciones de alelos mutantes en la misma célula 
u organismo. Por ejemplo, las combinaciones de los alelos diferentes 
del mismo gen, en un diploide, pueden utilizarse para determinar si 
una mutación es dominante o recesiva o si dos mutaciones recesivas 
diferentes están en el mismo gen. Por otra parte, las combinaciones de 
mutaciones en distintos genes pueden usarse para determinar el orden 
de la función génica en una vía o para identificar relaciones funcio- 
nales entre genes. En términos generales, todos estos métodos pueden 
considerarse como pruebas analíticas basadas en la función génica. A 
continuación, se hará referencia a un tipo diferente de prueba genética 
basada en la posición génica. Los estudios diseñados para determinar 
la posición de un gen en un cromosoma, con frecuencia, se designan 
como estudios de mapeo genético; pueden utilizarse para identificar 
el gen afectado por una mutación particular o para determinar si dos 
mutaciones están en el mismo gen. 

En muchos organismos, los estudios de mapeo genético se basan 
en el intercambio de información genética que se produce durante la 
meiosis. Como se mostró en la Figura 5-10a, la recombinación ge- 
nética se produce antes de la primera división celular meiótica en las 
células germinales, cuando los cromosomas replicados de cada par ho- 
mólogo se alinean entre sí. En ese momento, las secuencias homólogas 
de DNA en las cromátidas paternas y maternas derivadas pueden inter- 
cambiarse entre sí, un proceso que se conoce como entrecruzamiento. 
Actualmente, se sabe que los entrecruzamientos resultantes entre cro- 
mosomas homólogos proveen conexiones que son importantes para la 
segregación adecuada de pares de cromátidas homólogas a los polos 
opuestos durante la primera división celular meiótica (para el análisis 
véase el Capitulo 19). 

Considérense dos mutaciones diferentes, una heredada de cada 
progenitor, que se localizan cerca, una de otra, en cl mismo cromo- 
soma. Pueden producirse dos tipos diferentes de gametos, según si se 
produce un entrecruzamiento entre las mutaciones durante la meiosis. 
Si no hay entrecruzamiento entre ellos, se producirán los gametos co- 
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FIGURA 5-10 La recombinación durante la meiosis puede ser utilizada 
para mapear la posición de los genes. (a) Se muestra un individuo portador 
dos mutaciones, designadas m1 (amarillo) y m2 (verde), que están en las 
versiones materna y paterna del mismo cromosoma. Si el entrecruzamiento 

se produce en un intervalo entre m] y m2 en la primera división meiótica, se 
generan los dos gametos recombinantes; uno lleva m] y m2, mientras que el 
otro no lleva ninguna de las mutaciones. Cuanto más grande es la distancia 
entre las dos mutaciones en una cromátida, más probable es que sean separa- 


nocidos como tipos parentales, que contienen una o dos mutaciones. 
Por el contrario, si se produce un entrecruzamiento entre las dos muta- 
ciones, se generarán los gametos conocidos como tipos recombinantes. 
En este ejemplo, los cromosomas recombinantes contendrán ambas 
mutaciones o ninguna de estas. Los sitios de recombinación se presen- 
tan más o menos al azar a lo largo de la longitud de los cromosomas; de 
este modo, cuanto más juntos estén dos genes, es menos probable que 
se produzca la recombinación entre estos durante la meiosis. En otras 
palabras, cuanto menor es la frecuencia de recombinación entre dos ge- 
nes en el mismo cromosoma, más cerca se encuentran entre sí. Dos genes 
en el mismo cromosoma que están lo suficientemente cerca entre sí, 
de manera tal de que se produzcan significativamente menes gametos 
recombinantes que gametos parentales, se considera que están ligados 
genéticamente. > 

La técnica de mapeo de recombinación fue utilizada por primera 
vezen 1911 por A. Sturtevant mientras realizaba su trabajo de licencia- 
tura en el laboratorio de T. H. Morgan en la Universidad de Columbia. 
Originalmente utilizada en estudios de Drosophila, esta técnica aún se 
usa en la actualidad para evaluar la distancia entre dos loci genéticos 
en el mismo cromosoma en muchos organismos experimentales. Un 
Upico experimento diseñado para determinar la distancia en el mapa 
entre dos posiciones genéticas involucra dos pasos. En el primer paso, 


(b) Considere dos genes ligados, Á y B, con alelos a» y b 


Cruzamionto de dos mutantes para construir una cepa doblomante 
heterocigoto: 


A/Ablb X ala B/B 


| 


A 
a B 


Cruzamiento de dobles heterocigotos para probar la cepa: 


A_ b z 2 _0b 
a B a  b 


a b a b a boa b 
O EE—É—É€C € € TX A A AAA 


Tipos parentales Tipos recombinantes 


La distancia genética entre A y B puede determinarse a partir 
de la frecuencia de los gametos recombinantes y parentales: 


Gametos recombinantes 


Distancia genética en cM = 100 x amalcatalales 


das por recombinación y mayor es la proporción de gametos recombinantes 
producidos. (b) En un típico experimento de mapeo, se construye una cepa 
que es heterocigota para dos genes diferentes. La frecuencia de los gametos 
recombinantes o parentales producidos por esta cepa puede determinarse a 
partir de los fenotipos de la progenie, en cruzamiento prueba con una cepa 
homocigota recesiva. La distancia del mapa genético en centimoraans (cm) 
está dada como el porcentaje de los gametos que son recombinantes. 


se diseña una cepa que porte una mutación diferente en cada posición 
o locus. En el segundo paso, la progenie de esta cepa se analiza para 
determinar la frecuencia relativa de herencia de tipos recombinante o 
parental. Una vía típica para determinar la frecuencia de recombina- 
ción entre dos genes es cruzar un progenitor heterocigota diploide, en 
cada uno de los loci genéticos, con otro progenitor homocigota para 
cada gen. De este cruzamiento, la proporción de progenie recombinan- 
te se determina rápidamente debido a que los fenotipos recombinantes 
diferirán de los fenotipos parentales. Por convención, una unidad de un 
mapa genético se define como la distancia entre dos posiciones a lo lar- 
go de un cromosoma que produce un individuo recombinante en una 
progenie total de 100. La distancia correspondiente a esta frecuencia de 
recombinación del 1% se denomina cenetimorgan (cM) 
mentor de Sturtevant, Morgan (Fig. 5-10b). 

Un examen completo de los métodos de experimentos de mapeo 
genético está más allá de los objetivos de este análisis introductorio; 
sin embargo, es necesario enfatizar dos características particulares de la 
medición de distancias por mapeo de recombinación. En primer lugar, 
la frecuencia de intercambio genético entre dos loci es estrictamente 
proporcional a la distancia física, en pares de bases, que los separa solo 
para los loci que están relativamente juntos uno con el otro (es decir, 
a menos de aproximadamente 10 cM). Para los loci ligados que están 
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más separados, una distancia medida por la frecuencia de intercambio 
genético tiende a subestimar la distancia física debido a la posibilidad 
de que se produzcan dos o más entrecruzamientos dentro de un in- 
tervalo. En el caso límite en el cual el número de tipos recombinantes 
fuera igual al número de tipos parentales, los dos loci considerados es- 
tarían separados en el mismo cromosoma o en cromosomas diferentes; 
y en esos casos, los loci considerados no están ligados. 

Un segundo concepto importante necesario para la interpretación 
de los experimentos de mapeo genético en diferentes tipos de organis- 
mos es que, aunque la distancia genética se define de la misma forma 
para los diferentes organismos, la relación entre frecuencia de recom- 
binación (p. ej., la distancia de mapa genético) y la distancia física varía 
entre los organismos. Por ejemplo, el 1% de frecuencia de recombina- 
ción (p. ej. una distancia genética de 1 cM) representa una distancia 
física de alrededor de 2,8 kilobases en levaduras, en comparación con 
una distancia de aproximadamente 400 kilobases en Drosophila y cerca 
de 780 kilobases en los seres humanos. 

Uno de los principales usos del estudio de mapeo genético es para 
localizar el gen afectado por una mutación de interés. La presencia de 
muchos rasgos genéticos diferentes, o marcadores genéticos, ya mapea- 
dos y distribuidos en toda la longitud de un cromosoma permite deter- 
minar la posición de una mutación no mapeada mediante evaluación 
de su segregación con respecto a estos marcadores genéticos durante la 
meiosis. Así, cuantos más marcadores estén disponibles, con más pre- 
cisión se podrá mapear una mutación. En la Sección 5.4 veremos cómo 
los genes afectados en las enfermedades humanas hereditarias pueden 
identificarse mediante la utilización de estos métodos. Un segundo uso 
general de los experimentos de mapas consiste en determinar si dos 
mutaciones diferentes están en el mismo gen. Si dos mutaciones se en- 
cuentran en el mismo gen, éstos exhibirán un fuerte ligamiento en los 
experimentos de mapeo; pero si éstas están en genes diferentes, por lo 
general no estarán ligados o exhibirán ligamiento débil. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 5.1 


Análisis genético de mutaciones para identificar y 
estudiar genes 


- Los organismos diploides portan dos copias (alelos) de cada gen, 
mientras que los organismos haploides solo portan una. 


- Las mutaciones recesivas conducen a una pérdida de función, que está 
enmascarada si un alelo normal del gen está presente. Para que se pro- 
duzca el fenotipo mutante, ambos alelos deben portar la mutación. 


» Las mutaciones dominantes conducen a un fenotipo mutante en pre- 
sencia de un alelo normal del gen. Los fenotipos asociados con las mu- 
taciones dominantes suelen representar una ganancia de función; pero, 
en el caso de algunos genes, dan como resultado la pérdida de función. 


- En la meiosis, una célula diploide sufre una replicación del DNA y dos 
divisiones celulares, por lo que da cuatro células haploides en las cuales 
los cromosomas paterno y materno y sus alelos asociados se distribu- 
yen de forma aleatoria (véase la Fig. 5-3). 
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as exhiben patrones de segrega- 


)-4). 


+ Las mutaciones dominantes y recestv 
ción característicos en los cruzamientos genéticos (véase la bip. 


- En las levaduras haploides, las mutaciones sensibles a la temperatura 
son particularmente útiles para la identificación y el estudio de genes 


esenciales para la supervivencia. 


* El número de genes relacionados funcionalmente involucrados en 
un proceso puede definirse mediante un análisis de complementación 


(véase la Fig. 5-7). 


+ El orden en el cual funcionan los genes en una vía de señalización se 
puede deducir a partir del fenotipo de dobles mutantes defectuosos en 


dos pasos en los procesos afectados. 


+ Pueden deducirse las interacciones significativas, desde el punto de 
vista funcional, entre proteínas a partir de los efectos fenotípicos de 
las mutaciones supresoras alelo específicas o de las mutaciones letales 


sintéticas. 


* Los experimentos de mapeo genético utilizan el entrecruzamiento en- 
tre cromosomas homólogos durante la meiosis para medir la distancia 
genética entre dos mutaciones diferentes en el mismo cromosoma. 


5.2 Clonación del DNA y caracterización 


Los estudios detallados de la estructura y función de un gen a nivel 
molecular requieren grandes cantidades de un gen individual en forma 
pura. Se utiliza una variedad de técnicas, conocidas como tecnología 
de DNA recombinante, en la clonación del DNA, lo cual permite que 
los investigadores preparen grandes cantidades de moléculas de DNA 
idénticas. El DNA recombinante es simplemente cualquier molécula 
de DNA compuesta por secuencias derivadas de diversas fuentes. 

La clave para clonar un fragmento de DNA de interés es unirlo a 
una molécula de DNA vector que puede replicarse dentro de una célu- 
la huésped. Después de que una sola molécula de DNA recombinante 
compuesta por un vector más un fragmento de DNA insertado-— se 
introduce en una célula huésped, el DNA insertado se replica junto con 
el vector, y se genera una gran cantidad de moléculas de DNA idénticas. 
El esquema básico puede resumirse de la siguiente manera: 


Vector + fragmento de DNA 


y 
DNA recombinante 
y 
Replicación del DNA recombinante dentro de las células huésped 
y 
Aislamiento, secuenciación y manipulación del fragmento 
de DNA purificado 


Aunque los investigadores han hallado numerosas variaciones ex- 
perimentales, este diagrama de flujo indica los pasos esenciales para 
la clonación del DNA. En esta sección, primero se describen métodos 
para el aislamiento de una secuencia de DNA específica, a partir de un 
mar de otras secuencias de DNA. Este proceso suele involucrar el cor- 


te del genoma en fragmentos y luego la ubicación de cada fragmento 
en un vector, de manera tal que el conjunto completo pueda ser pro- 
pagado a moléculas recombinantes en células huéspedes separadas. 
Existen numerosos tipos diferentes de vectores; nuestro análisis se 
centrará, principalmente, en los vectores plasmídicos en las células 
huéspedes de E. coli, que se utilizan comúnmente. Después, pueden 
emplearse diversas técnicas para identificar la secuencia de interés a 
partir de este conjunto de fragmentos de DNA, conocidos como una 
biblioteca. Una vez que se aísla un fragmento de DNA específico, éste 
es típicamente caracterizado para determinar la secuencia exacta de 
nucleótidos en la molécula. Finalizaremos con un análisis de la re- 
acción en cadena de la polimerasa (PCR). Esta técnica útil y versátil 
puede usarse de varias maneras para generar grandes cantidades de 
una secuencia específica y, de otro modo, manipular el DNA en el 
laboratorio. Los diversos usos de los fragmentos de DNA clonado se 
analizan en las siguientes secciones. 


Las enzimas de restricción y las DNA ligasas 
permiten la inserción de los fragmentos de DNA 
dentro de los vectores de clonación 


Un objetivo importante de la clonación del DNA es obtener regiones 
discretas y pequeñas de un DNA del organismo constituido por genes 
específicos. Además, solo moléculas de DNA relativamente pequeñas 
pueden ser clonadas en cualquiera de los vectores disponibles. Por ello, 
las moléculas de DNA muy largas que componen el genoma de un orga- 
nismo deben cortarse en fragmentos que pueden insertarse en el vector 
de DNA. Dos tipos de enzimas —enzimas de restricción y DNA ligasas— 
facilitan la producción de estas moléculas de DNA recombinante. 


Corte de moléculas de DNA en fragmentos pequeños Las enzimas 
de restricción son endonucleasas producidas por las bacterias que tí- 
picamente reconocen secuencias específicas de 4- a 8-pb, que se deno- 
minan sitios de restricción, y luego corta ambas hebras de DNA en este 
sitio. Los sitios de restricción suelen ser secuencias palindrómicas, es 
decir, la secuencia del sitio de restricción es la misma en cada hebra de 


DNA cuando se lee en dirección 5” a 3” (Fig. 5-11). 
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FIGURA 5-11 Escisión del DNA mediante la enzima de restricción EcoRl. 
Esta enzima de restricción de E. col realiza contes escalonados en la secuencia 
especihca palindrómica de 6 pb. que se muestra, Y produce fragmentos con 
extremos “cohesivos” complementarios de hélice sencilla. Muchas otras enzi- 
mas de restricción también producen fragmentos con extremos pegajosos. 


Para cada enzima de restricción, la bacteria también produce una 
enzima de modificación, que protege el DNA propio de la bacteria 
huésped de la fragmentación al modificar el DNA huésped en cada 
sitio particular de rotura o cerca de éste. La enzima de modificación 
añade un grupo metilo a una o dos bases, en general, dentro del sitio 
de restricción. Cuando un grupo metilo está presente allí, se evita que 
la endonucleasa de restricción corte el DNA. Junto con la endonu- 
cleasa de restricción, la enzima metilante forma un sistema de modi- 
ficación-restricción que protege el DNA huésped mientras destruye al 
DNA entrante (es decir, DNA bacteriano O captación de DNA durante 
la transformación) mediante la fragmentación de éste en todos los si- 
tios de restricción del DNA. 

Muchas enzimas de restricción realizan cortes escalonados en las 
dos hebras en sus sitios de reconocimiento, lo que genera fragmentos 
que tienen una “cola” de hélice sencilla en ambos extremos, extremos 
cohesivos (véase la Fig. 5-11). Las colas, en los fragmentos generados en 
un sitio de restricción determinado, son complementarias a aquellas 
en todos los otros fragmentos generados por la misma enzima de res- 
tricción. A temperatura ambiente, estas regiones de una hélice pueden 
formar apareamiento transitorio de bases con los de otros fragmentos 
generados con la misma enzima de restricción. Unas pocas enzimas de 
restricción, como Alul y Smal, cortan ambas hebras de DNA en el mis- 
mo punto dentro del sitio de restricción y producen fragmentos con 
extremos “romos” en los cuales todos los nucleótidos, en los extremos 
de los fragmentos, forman apareamiento de bases con los nucleótidos 
en la hebra complementaria. 

El DNA aislado a partir de un organismo individual tiene una se- 
cuencia específica que, por puro azar, contendrá un conjunto especí- 
fico de sitios de restricción. De este modo, una enzima de restricción 
determinada cortará el DNA de una fuente particular en un conjunto 
de fragmentos denominados fragmentos de restricción. La frecuencia 
con la cual una enzima de restricción corta el DNA, y por lo tanto el ta- 
maño promedio de los fragmentos de restricción resultantes, depende 
en gran medida de la longitud del sitio de restricción. Por ejemplo, una 
enzima de restricción que reconoce un sitio de 4-pb cortará el DNA en 
un promedio de una vez cada 4*, o 256, pares de bases, mientras que 
una enzima que reconoce una secuencia de 8-pb cortará el DNA, en 
promedio, una vez cada 4* pares de bases (— 65 kpb). Se han purificado 
enzimas de restricción a partir de cientos de especies diferentes de bac- 
terias, lo que permite que las moléculas de DNA sean cortadas en una 
gran cantidad de secuencias distintas correspondientes a los sitios de 
reconocimiento de estas enzimas (Cuadro 5-1). 


Inserción de los fragmentos de DNA en los vectores Los fragmentos 
de DNA con fragmentos cohesivos o extremos romos pueden insertarse 
en el vector de DNA con la ayuda de la DNA ligasa. Durante la replica- 
ción del DNA normal, la DNA ligasa cataliza la unión de extremo con 
extremo (ligación) de los fragmentos cortos de DNA llamados fragmen- 
tos de Okazaki. A los fines de la clonación, la DNA ligasa purificada se 
utiliza para unir, de manera covalente, los extremos de un fragmento 
de restricción y el vector de DNA que posee extremos complementa- 
rios (Fig. 5-12). El DNA vector y el fragmento de restricción se unen 
en forma covalente a través del enlace fosfodiéster estándar 3” a 5” del 
DNA. Además de unir los extremos cohesivos complementarios, la DNA 
ligasa del bacteriófago T4 puede unir dos extremos romos cualesquiera. 
Sin embargo, la unión de extremo romo es inherentemente ineficiente y 
requiere una concentración mayor, tanto de DNA como de DNA ligasa, 
que lo que se necesita para la unión de los extremos cohesivos. 
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Cuadro 5-1 | Enzimas de restricción seleccionables y sus secuencias de reconocimiento 


Enzima Microorganismo fuente Sitlo de reconocimiento* ] EXODOs producia % 
y 
mm -G-G-A-T-C-C Cohesivos 
BamHI Bacillus amyuloliquefaciens -C-C-T-A-G-G- 
ÓN 
J 
-G-A-T-C- i 
l Cohesivos 
Sau3A Staphylococcus aureus -C-T-A-G- 
T 
y 
-G-A-A-T-T-C- ¡ 
en Escherichi : Cohesivos 
co scherichia coli -C-T-T-A-A-G- 
T 
y 
-A-A-G-C-T-T- : 
: pl Cohesivos 
HindIII Haemophilus influenzae -T-T-C-G-A-A- 
T 
dl 
, -C-C-C-G-G-G- 
Smal Serratia marcescens -C-C-C-G-G-G- AaejOS 
dl 
y 
Noti Nocardia otitidis-cavitarum OO de Cohesivos 


.0G-C-C-G:G:0-G> 
1 


E 


“Muchas de estas secuencias de reconocimiento están incluidas en las secuencias de los policonectores (véase la Fig. 5-13), 


Los vectores plasmídicos de E. coli son adecuados 
para clonar fragmentos aislados de DNA 


Los plásmidos son moléculas circulares de DNA doble hebra (1DNA) 
que están separadas del DNA cromosómico de la célula. Estos DNA 
extracromosómicos, que se producen en la naturaleza en las bacterias 
y en las células eucariontes inferiores (p. ej., levaduras), existen en una 
relación simbiótica o parasitaria con su célula huésped. Al igual que el 
DNA cromosómico de la célula huésped, el DNA plasmídico se duplica 
antes de cada división celular. Durante la división celular, las copias del 
DNA plasmídico se segregan a cada célula hija, con lo que se asegura la 
propagación continua del plásmido a través de sucesivas generaciones 
de la célula huésped. 

Los plásmidos más comúnmente utilizados en la tecnología del 
DNA recombinante son aquellos que se replican en E. coli. Los investi- 
gadores han diseñado estos plásmidos para optimizar su uso como vec- 
tores en la clonación de DNA. Por ejemplo, la eliminación de porcio- 
nes innecesarias de los plásmidos naturales de E. coli produce vectores 
plasmídicos de aproximadamente 1,2-3 kb de longitud circunferencial 
que contienen tres regiones esenciales para la clonación del DNA: un 
origen de replicación; un marcador que permite la selección, en gene- 
ral, un gen de resistencia a un fármaco y una región en la cual pueden 
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insertarse los fragmentos exógenos (Fig. 5-13). Las enzimas de la célula 
huésped replican el plásmido comenzando en el origen de replicación 
(ORD, una secuencia específica de DNA de 50-100 pares de bases. Una 
vez que se inicia la replicación en ORI, continúa alrededor del plásmido 
circular, independientemente de su secuencia nucleotídica. Así, cual- 
quier secuencia de DNA insertada en un plásmido se replica junto con 
el resto del DNA plasmídico. 

La Figura 5-14 describe el procedimiento general para la clona- 
ción de un fragmento de DNA mediante el uso de vectores de plás- 
mido de E. coli. Cuando las células de E. coli se mezclan con el DNA 
vector recombinante bajo ciertas condiciones, una fracción pequeña 
de las células incorporará el DNA del plásmido, un proceso conocido 
como transformación. En general, 1 célula en alrededor de 10 000 
incorpora una única molécula de DNA plasmídico y, por ende, se 
transforma. Después de que se incuban los vectores plasmídicos con E. 
coli, aquellas células que incorporan el plásmido pueden seleccionarse 
fácilmente entre el número mucho mayor de células. Por ejemplo, si 
el plásmido lleva un gen que confiere resistencia al antibiótico ampi- 
cilina, las células transformadas pueden seleccionarse al cultivarlas en 
un medio con ampicilina. 

Los fragmentos de DNA de unos pocos pares de bases de hasta 
- 10 kb pueden insertarse en los vectores plasmídicos. Cuando un 
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FIGURA 5-12 Ligamiento de los fragmentos de restricción con extremos 
cohesivos complementarios. En este ejemplo, el vector de DNA cortado 
con EcoRl se mezcla con una muestra que contiene fragmentos de restricción 
producidos por escisión del DNA genómico con diversas enzimas de restric- 
ción diferentes. Se muestran las secuencias de bases cortas, Compuestas por 
extremos cohesivos, de cada tipo de fragmento. El extremo cohesivo en el DNA 
del vector cortado (a”) solo forma apareamiento de bases con los extremos 
cohesivos complementarios en el fragmento £coRl (a) en la muestra genómica. 
Los grupos 3'hidroxilo y 5 fosfato adyacentes (rojo), en los fragmentos que 
forman apareamiento de bases, luego son unidos (ligados) mediante enlaces 


covalentes por la DNA ligasa T4. 


plásmido recombinante con un fragmento de DNA insertado se transfor- 
ma en una célula de E. coli, todas las células de la progenie resistentes a 
antibiótico que surgen de la célula inicialmente transformada contendrán 
plásmidos con el mismo DNA insertado. El DNA insertado se replica junto 


EcoR1 


Vector de clonación 
plasmídico 


Policonector 


con el resto del DNA del plásmido y se segrega en las células hijas, a me- 
dida que las colonias crecen. De esta forma, el fragmento inicial de DNA 
se replica en la colonia de células en una gran cantidad de copias idénticas. 
Como todas las células en una colonia surgen a partir de una única célula 
parental transformada, éstas constituyen un clon de células, y el fragmento 
inicial de DNA insertado dentro del plásmido parental se denomina DNA 
clonado o un clon de DNA. 

La versatilidad de un vector plasmídico de E. coli se incrementa con 
la adición de un poliligador (polilinker), una secuencia generada de ma- 
nera sintética que contiene una copia de diferentes sitios de restricción 
que no están presentes en cualquier lugar en la secuencia plasmídica 
(véase la Fig. 5-13). Cuando ese vector se trata con una enzima de res- 
tricción que reconoce un sitio de restricción en el poliligador, el vector 
se corta solo una vez dentro del poliligador. Posteriormente, cualquier 
fragmento de DNA de longitud adecuada, producido con la misma 
enzima de restricción, puede insertarse mediante la DNA ligasa den- 
tro del plásmido cortado. Los plásmidos que contienen un poliligador 
permiten que un investigador use el mismo vector plasmídico cuando 
se clonan fragmentos de DNA generados con diferentes enzimas de res- 
tricción, lo que simplifica los procedimientos experimentales. 

Para algunos propósitos, tales como el aislamiento y la manipu- 
lación de grandes segmentos del genoma humano, es deseable clonar 
segmentos de DNA tan grandes como varias megabases (1 megabase 
[1Mb] = 1 millón de nucleótidos). Por esta razón, se han desarrollado 
vectores plasmídicos especializados conocidos como BAC (cromo- 
somas bacterianos artificiales). Un tipo de BAC utiliza un origen de 
replicación que deriva de un plásmido endógeno de E. coli conocido 
como factor F. El factor F y los vectores de clonación derivados de éste 
pueden mantenerse estables en una sola copia por célula de E. coli, 
incluso cuando contienen secuencias insertadas de hasta alrededor de 
2 Mb. La producción de bibliotecas BAC requiere métodos especiales 
para el aislamiento, ligación y transformación de segmentos largos de 
DNA, ya que segmentos de DNA más grandes que los de 20 kb son al- 
tamente vulnerables a la rotura mecánica incluso por manipulaciones 
como el pipeteo. 


Las bibliotecas de cDNA representan las secuencias 
de los genes que codifican proteínas 


Una colección de moléculas de DNA, cada una clonada en una molé- 
cula vector, es conocida como una biblioteca de DNA. Cuando el DNA 
genómico de un organismo particular es la fuente de partida del DNA, 
el conjunto de clones que colectivamente representan todas las secuen- 
cias de DNA en el genoma se conoce como una biblioteca genómica. 


FIGURA 5-13 Componentes básicos de un vector de clonación plasmídico que puede repli- 
carse dentro de una célula de E. coli. Los vectores plasmidicos contienen un gen seleccionable 
como amp”, que codifica la enzima B-lactamasa y confiere resistencia a la ampicilina. El DNA exóge- 
no puede insertarse en la región entre los corchetes sin interrumpir la capacidad del plásmido para 
replicarse o expresar el gen amp”. Los vectores plasmidicos también contienen una secuencia con 
origen de replicación (ORI), donde se inicia la replicación del DNA mediante enzimas del huésped 
La inclusión de un policonector sintético que contiene las secuencias de reconocimiento para diver- 
sas enzimas de restricción diferentes incrementa la versatilidad de un vector plasmíidico. El vector se 
diseña de manera ta! que cada sitio en el policonector sea único en el plásmido 


5.2 Clonación del DNA y caracterización 185 


2) ANIMACIÓN TÉCNICA: Clonación de un plásmido 


FIGURA EXPERIMENTAL 5-14 La clonación del DNA en un vector plasmí- 
dico permite la amplificación de un fragmento de DNA. Primero, se inser- 
ta un fragmento de DNA a ser clonado en un vector plasmídico que contlene 
un gen de resistencia a ampicilina (ampr), como se muestra en la Figura 5-13, 
Solo unas pocas células transformadas por la incorporación de una molécula 
plasmídica sobrevivirán en un medio que contiene ampicilina. En las células 
transformadas, el DNA del plásmido se replica y se segrega a las células hijas, lo 
que da como resultado la formación de una colonia resistente a la ampicilina. 


Dichas bibliotecas genómicas son ideales para representar el conteni- 
do genético de organismos relativamente simples, como bacterias o 
levaduras, pero presentan ciertas dificultades experimentales para los 
eucariontes superiores. Primero, los genes de estos organismos suelen 
contener secuencias intrónicas muy largas; por lo tanto, pueden ser de- 
masiado largas como para insertarlas intactas dentro de los vectores 
plasmídicos. En consecuencia, las secuencias de los genes individuales 
se separan y son transportadas en más de un clon. Más aún, la pre- 
sencia de intrones y regiones intergénicas largas en el DNA genómico 
suele dificultar la identificación de partes importantes de un gen que, 
en realidad, codifican secuencias proteicas. Por ejemplo, solo alrededor 
del 1,5% del genoma humano representa realmente genes que codifi- 
can proteínas. Por ende, para muchos estudios, los mRNA celulares, 
que carecen de regiones no codificantes presentes en el DNA genómi- 
co, constituyen puntos de partida más útiles para la generación de una 
biblioteca de DNA. En este enfoque, se sintetizan y se clonan copias 
de los mRNA, que se denominan DNA complementarios (cDNA), en 
vectores plasmídicos. Una gran colección de los clones de cDNA resul- 
tantes, que representan todos los mRNA expresados en un tipo celular, 
se denomina biblioteca de cDNA. 


Los cDNA preparados mediante transcripción 
inversa de los mRNA celulares pueden clonarse 
para generar bibliotecas de cDNA 


El primer paso para la preparación de una biblioteca de cDNA es aislar 
el mRNA total de un tipo de célula o tejido de interés. Debido a sus 
colas de poli(A), los mRNA se separan fácilmente de los rTRNA y los 
¡RNA, mucho más frecuentes en un extracto celular, mediante el uso de 
una columna en cuya matriz se unen cortas tiras de timidilato (oligo- 
dT). En la Figura 5-15 se esquematiza el procedimiento general para 
preparar una biblioteca de cDNA a partir de una mezcla de los mRNA 
celulares. La enzima transcriptasa inversa, que se encuentra en los re- 
trovirus, se emplea para sintetizar una hebra de DNA complementario 
a cada molécula de mRNA, a partir de un cebador oligo-dT (pasos Ml y 
EJ). Las moléculas híbridas cONA-mRNA resultantes son convertidas, 
en varios pasos, en moléculas de cODNA doble hebra correspondientes 
a todas las moléculas mRNA en la preparación original (pasos EL.EJ). 
Cada cDNA doble hebra contiene una región doble hebra oligo-dC- 
oligo-dG en un extremo y una región doble hebra oligo-dT-oligo-dA 
en el otro. La metilación del cDNA lo protege de su posterior escisión 
por parte de la enzima de restricción (paso 1). 
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Para preparar los cDNA de doble hebra para la clonación, las 
moléculas cortas de DNA de doble hebra —que contienen el sitio de 
reconocimiento para una enzima de restricción particular— se ligan 
a ambos extremos de los cDNA mediante el uso de DNA ligasa pro- 
cedente del bacteriófago T4 (Fig. 5-15, paso Ed). Como se mencionó 
anteriormente, esta ligasa puede unir moléculas de DNA con “extre- 
mos romos” que carecen de extremos cohesivos. Las moléculas resul- 
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FIGURA 5-15 Una biblioteca de cCDNA contiene coplas representativas 
de las secuencias de mRNA celular. Una mezcla de mRNA es el punto de 
partida para la preparación de clones de plástmidos recombinantes; cada uno 
de éstos contiene un cDNA. La transformación de É. coli con estos plásemdos 
recombinantes genera un grupo de clones de CDNA que representan todos los 
mRNA celulares, Véase el texto para el análisis detallado 
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tantes luego son tratadas con la enzima de restricción específica para 
el conector adherido, y se generan moléculas de cDNA con extremos 
cohesivos (paso EE). En un procedimiento separado, el DNA plasmí- 
dico se trata con la misma enzima de restricción para producir los 
extremos cohesivos adecuados (paso EB.. 

El vector y la colección de los cDNA —todos contienen extremos 
cohesivos— se mezclan y se unen de manera covalente mediante la DNA 
ligasa (Fig. 5-15, paso ED). Las moléculas de DNA se transforman en 
células de E. coli para generar clones individuales; cada clon lleva un 
CcDNA derivado de un mRNA único. 

Como diferentes genes se transcriben a distintas velocidades, los 
clones de cDNA correspondientes a genes de transcripción abundan- 
te estarán representados muchas veces en una biblioteca de cDNA, 
mientras que los cDNA que corresponden a los genes de transcrip- 
ción infrecuente serán extremadamente raros o no estarán presentes. 
Esta propiedad es ventajosa si un investigador está interesado en un 
gen que se transcribe a una alta tasa en un tipo celular particular. En 
este caso, una biblioteca de cDNA preparada a partir de los mRNA 
expresados en ese tipo celular estará enriquecida en el cDNA de in- 
terés, lo que facilitará el aislamiento de clones que llevan ese cONA 
de la biblioteca. Sin embargo, para tener una posibilidad razonable 
de incluir clones correspondientes a los genes de transcripción más 
lenta, las bibliotecas de CDNA de mamífero deben contener 10%-10? 
clones recombinantes. 


Las bibliotecas de cDNA pueden rastrearse 
mediante hibridación con una sonda de 
oligonucleótido 


Las bibliotecas genómicas y de cDNA de diversos organismos contie- 
nen cientos de miles, hasta más de un millón, de clones individuales 
en el caso de los eucariontes superiores. Se encuentran disponibles 
dos técnicas generales para la búsqueda de bibliotecas, con el fin de 
identificar clones que llevan un gen u otra región del DNA de interés: 
(1) detección con sondas de oligonucleótidos que se unen al clon de 
interés y (2) detección basada en la expresión de la proteína codifi- 
cada. Aquí se describe el primer método; en la siguiente sección, se 
presentará un ejemplo del segundo método. 

La base para la búsqueda con sondas de oligonucleótidos es la 
hibridación, la capacidad de que moléculas de RNA o DNA de simple 
hebra, complementarias, se asocien (hibriden) especificamente entre 
sí mediante apareamiento de bases. Como se analizó en el Capítulo 
4, el DNA de doble hebra (dúplex) puede desnaturalizarse a hebras 
simples mediante calentamiento en una solución salina diluida. Si 
luego se baja la temperatura y se aumenta la concentración de ¡o- 
nes, las hebras simples complementarias volverán a asociarse (se hi- 
bridarán) para formar dúplex. En una mezcla de ácidos nucleicos, 
solo las hebras simples complementarias (o las hebras que contienen 
regiones complementarias) se reasociarán; más aún, la extensión de 
su reasociación no se encontrará afectada por la presencia de hebras 
no complementarias. Como se verá más adelante en este capítulo, 
la capacidad de identificar una secuencia de DNA o RNA particular 
dentro de una mezcla altamente compleja de moléculas, a través de 
la hibridación de ácidos nucleicos, es la base para muchas técnicas 
empleadas para el estudio de la expresión génica. 

En la Figura 5-16, se describen los pasos involucrados en la bús- 
queda en una biblioteca de cCDNA de plásmidos de E. coli. Primero, el 
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DNA que se va buscar debe adherirse a un soporte sólido. Una réplica 
de la placa de Petri que contiene una gran cantidad de clones indi- 
viduales de E. coli se reproduce sobre la superficie de una membrana 
de nitrocelulosa. El DNA sobre la membrana se desnaturaliza; luego, 
la membrana se incuba en una solución que contiene una sonda es- 
pecífica para el DNA recombinante, donde se localiza el fragmento 
de interés, que está marcado con radiactividad o fluorescencia. En 
condiciones de hibridación (cerca del pH neutral, 40-65 *C, 0,3-0,6 
M NaCl), esta sonda marcada se hibrida a cualquier hebra de ácido 
nucleico complementario unido a la membrana. Cualquier exceso de 
sonda que no se hibrida se elimina con lavados, y los híbridos marca- 
dos se detectan mediante autorradiografía o imagen fluorescente del 
filtro. Esta técnica puede usarse para búsquedas tanto de bibliotecas 
genómicas como de cDNA; pero, en general, es más utilizada para 
aislar cDNA específicos. 

Claramente, la identificación de clones específicos por técnicas 
de hibridación de membrana depende de la disponibilidad de sondas 
radiomarcadas complementarias. Para que un oligonucleótido sea 
útil como sonda, debe ser lo suficientemente largo como para que su 
secuencia aparezca únicamente en los clones de interés y no en otros 
clones. Para la mayoría de los propósitos, esta condición es satisfecha 
por oligonucleótidos que contengan unos 20 nucleótidos. Esto es así 
porque una secuencia específica de 20 nucleótidos se produce una 
vez cada 4? (- 101?) nucleótidos. Como todos los genomas son más 
pequeños (- 3 x 10? nucleótidos para los humanos), una secuencia 
específica de 20 nucleótidos en un genoma usualmente se produce 
sólo una vez. Con los instrumentos automatizados hoy disponibles, 
los investigadores pueden programar la síntesis química de oligonu- 
cleótidos de una secuencia específica de hasta unos 100 nucleótidos. 
Sondas más largas pueden prepararse mediante la reacción en cade- 
na de la polimerasa (PCR), una técnica ampliamente disponible para 
la amplificación de secuencias de DNA que se describe más adelante 
en este capítulo. 

¿Cómo podría un investigador diseñar una sonda de oligonucleó- 
tido para identificar un clon que codifica una proteína particular? Es 
útil conocer toda la secuencia (o una parte de ésta) de aminoácidos 
de la proteína. Gracias a la disponibilidad de las secuencias genómicas 
completas para los seres humanos y muchos otros organismos —que 
incluyen todos los organismos modelo como el ratón, Drosophila y 
el gusano Caenorhabditis elegans—, un investigador puede utilizar un 
programa de computación para buscar, en la base de datos, la secuen- 
cia genómica para la secuencia codificante que corresponde a la se- 
cuencia de aminoácidos de la proteína en estudio. Si se encuentra una 
coincidencia, una sonda de DNA única con base en esta secuencia 
genómica conocida se hibridará perfectamente con el clon que codi- 
fica la proteína de interés. 


Las bibliotecas genómicas de levaduras pueden 
construirse con vectores lanzadera y rastrearse 
mediante complementación funcional 


En algunos casos, puede realizarse una búsqueda en una biblioteca de 
la capacidad para expresar una proteína funcional que complemente 
una mutación recesiva. Esta estrategia de búsqueda o rastreo (scree- 
ning) podría constituir un modo eficiente para aislar un gen clonado 
que corresponda a una mutación recesiva de interés, identificada en 
un organismo experimental. Para ilustrar este método, denominado 
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-16 Las bibliotecas de cDNA pueden rastrear- 
se con sondas radiomarcadas para identificar un clon de interés. La 
aparición de un punto en una autorradiografía indica la presencia de un a 
recombinante que contiene DNA complementario a la sonda. La posición Es 
punto en el autorradiograma es la imagen especular de la posición de ese clon 


particular en la placa de Petri (aunque para facilitar la comparación, aquí no se 


complementación funcional, se describirá cómo los genes de leva- 
dura clonados en plásmidos de E. coli especiales pueden ser introdu- 
cidos en células mutantes de levadura para identificar el gen de tipo 


silvestre que es defectuoso en la cepa mutante. A . 
Las bibliotecas construidas con el propósito de búsqueda entr 


secuencias génicas de levadura suelen construirse a partir de DNA 


DNA de simple hebra unido 


Filtro 


Los DNA complementarios 
hibridados 


Se lava para eliminar el DNA marcado 
que no se hibridó al DNA unido al filtro 


Se realiza una autorradiografía 


muestra el dorso). La alineación del autorradiograma con la placa Petri original 
localizará el clon correspondiente a partir del cual podrán recuperarse células 
de £. coli. (b) Este autorradiograma muestra cinco colonias de E. coli que contie- 
nen el CDNA deseado. (Parte [b] de H. Fromm y N H Chua, 1992. Plant Mol Biol Rep 10-199) 


genómico, más que de cCDNA. Como los genes de Saccharomyces no 
contienen múltiples intrones, son lo suficientemente compactos 
como para que la secuencia completa de un gen pueda estar incluida 
en un fragmento de DNA genómico insertado en un vector plasmí- 
dico. Para construir una biblioteca genómica de plásmidos, que será 
rastreada por complementación funcional en células de levadura, el 
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vector plasmídico debe ser capaz de replicarse tanto en células de camente, alrededor de 20 placas de Petri, cada una con alrededor de 500 


E. coli como en células de levadura. Este tipo de vector, con capaci- 
dad de propagación en dos huéspedes diferentes, se denomina vector 
lanzadera. En la Figura 5-17a, se muestra la estructura de un típico 
vector lanzadera de levadura. Dicho vector contiene los elementos 
básicos que permiten la clonación de fragmentos de DNA en E. coli. 
Además, el vector lanzadera contiene una secuencia de replicación 
autónoma (ARS), que funciona como un origen de replicación del 
DNA en levadura; un centrómero de levadura (denominado CEN), 
que permite la segregación fiel de un plásmido durante la división de 
la célula de levadura; y un gen de levadura que codifica una enzima 
para la síntesis (URA3), que sirve como marcador seleccionable en (a) 
un mutante de levadura adecuado. 

Para aumentar la probabilidad de que todas las regiones del ge- 
noma de levadura sean clonadas y representadas de manera exito- 
sa en la biblioteca de plásmidos, el DNA genómico solo es digerido 
parcialmente para obtener fragmentos de restricción superpuestos 
de — 10 kb. Luego, estos fragmentos se unen en el vector lanzadera 
en el cual el policonector ha sido cortado con una enzima de restric- 
ción que produce extremos cohesivos complementarios a los de los 
fragmentos de DNA de levadura (Fig. 5-17b). Como los fragmentos 
de restricción de 10 kb del DNA de levadura son incorporados de 
forma aleatoria a los vectores lanzadera, al menos 105 colonias de 
E. coli, cada una con un vector lanzadera recombinante particular, 
son necesarias para asegurar que cada región del DNA de levadura 
tenga una alta probabilidad de estar representada en la biblioteca, al 


levaduras transformantes, son suficientes para representar el genoma 
de levadura completo. Esta colección de transformantes de levadura 
puede mantenerse a 23 "C, una temperatura que permite el crecimien- 
to del mutante cde28. Posteriormente, la colección completa en 20 pla- 
cas es transferida a las placas réplica, que se colocan a 36 *C, una tem- 
peratura no permisiva para mutantes cdc. Las colonias de levadura que 


menos, una vez. (b) 
La Figura 5-18 esquematiza cómo puede buscarse en una biblioteca POP 
genómica de levadura para aislar el gen de tipo silvestre correspondien- PIRATA 
>> AN RRA 


te a una de las mutaciones cdc sensibles a la temperatura, mencionadas 
al comienzo de éste capítulo. La cepa inicial de levadura es un doble 
mutante que requiere uracilo para crecer debido a una mutación ura3 Se digiere 
y es sensible a la temperatura porque una mutación cdc28 identifica su [se corta con BamHl parcialmente 
fenotipo (véase la Fig. 5-6). Los plásmidos recombinantes aislados de con Sau3A 

la biblioteca genómica son mezclados con células de levadura en con- 
diciones que estimulan la transformación de células con DNA extraño. 
Puesto que las células de levadura transformadas llevan una copia del 
gen URA3 de tipo silvestre transmitida por el plásmido, éstas pueden 
seleccionarse por su capacidad para crecer en ausencia de uracilo. Típi- 


FIGURA EXPERIMENTAL 5-17 Puede construirse una biblioteca genómi- 
ca de levadura en un vector lanzadera que puede replicarse en levadu- 


ras y E. coli. (a) Componentes de un típico vector lanzadera para la clonación 
de genes de Soccharomyces. La presencia de un origen de replicación de DNA 


DNA genómico de levadura 


Vector lanzadera 


ce levadura (ARS) y un centrómero de levadura (CEN) permiten la replicación y Se transforma en E. coli 
segregación estable en levaduras. También se incluye un marcador seleccio- Se busca resistencia a ampicilina 
nable como URA3, que permite a un mutante ura3 crecer en un medio carente 

de uracio. Finalmente, el vector que contiene secuencias para la replicación y E 

la selección en É col (ORI y amp) y un policonector para facilitar la inserción 


oc los fragmentos de DNA de levadura. (b) Protocolo tÍpico para la construc- (= Y 


có6n de una Diblioteca genómica de levadura. La digestión parcial del DNA 


genarm co total de levadura con Sau3A se ajusta para generar fragmentos con Se aísl | lásmid 
an y se recolectan plásmidos 


2125300 promed:o de alrededor de 10 kb. El vector se prepara para aceptar recombinantes a partir de 105 
> Pogmertos genómicos mediante digestión con BamHl, que produce los colonias de E calbunasformadas 
MIST ESTETmOS COMESIVOS que Sou3A. Cada clon transformado de E coli que 


Ensayos en bibliotecas genómicas de levadura 
mediante complementación funcional 


UCRe despues de la selección para la resistencia a ampicilima contiene un único 
vpo de traomento de DNA de levadura. 
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-18 La búsqueda en una biblioteca genó- 
mica mediante complementación funcional puede identificar clones 
que llevan una forma normal de un gen de levadura mutante. En este 
ejemplo, un gen de CDC se aísla por complementación de un mutante de 
levadura cdc. La cepa de Saccharomyces utilizada para rastreo de la biblioteca 
de levadura lleva una mutación cdc ura3 sensible a la temperatura. Esta cepa 
mutante crece y se mantiene a una temperatura permisiva (23 *C). El pool de 
plásmidos recombinantes preparados, como se muestra en la Figura 5-17, se 


llevan plásmidos recombinantes expresan una copia de tipo silvestre 
del gen CDC28 que les permitirá crecer a 36 C. Una vez identificadas 
las colonias de levadura resistentes a la temperatura, puede extraerse el 
DNA de plásmidos a partir de células de levadura cultivadas y mediante 
análisis por subclonación y secuenciación de DNA, temas que se trata- 


rán a continuación. 


La electroforesis en gel permite la separación del 
vector de DNA de los fragmentos clonados 


Con el fin de manipular o secuenciar un fragmento de DNA clonado, 
a veces, éste debe ser separado del DNA del vector. Esto puede lograrse 
mediante el corte del clon de DNA recombinante con la misma enzima 
de restricción usada originalmente para producir los vectores recom- 
binantes. El DNA clonado y el DNA del vector luego son sometidos a 
electroforesis en gel, un método poderoso para separar las moléculas de 
DNA de tamaños diferentes (Fig. 5-19). 

Cerca del pH neutral, las moléculas de DNA portan una gran 
carga negativa; por Jo tanto, se mueven hacia el electrodo positivo 
durante la electroforesis en gel. Debido a que la matriz del gel res- 
tringe la difusión aleatoria de las moléculas, las que son del mismo 
mo una banda cuyo ancho es igual al del 
ginalmente la muestra, al comienzo de la 
se mueven a través 


tamaño migran juntas CO 


carril donde se colocó ori : 
forética. Las moléculas pequenas 
las más grandes, de manera tal que 


des migran como bandas distin- 


Carrera electro 
de la matriz más rápidamente que 
las moléculas de diferentes longitu 


incuba con las células de levadura mutantes en condiciones que promueven 
la transformación. Las relativamente pocas células de levadura transformadas, 
que contienen DNA plasmídico recombinante, pueden crecer en la ausencia 
de uracilo a 23 %C. Cuando las colonias de levadura transformadas se replican 
en una placa de Petri y se las incuba a 36 *C (una temperatura no permisi- 
va), solo sobrevien los clones que llevan una biblioteca de plásmidos que 
contienen copia del gen CDC de tipo silvestre. LIOAC = acetato de litio; PEG = 
polietilenglicol. 


tivas. Las moléculas de DNA de alrededor de 10 a 2 000 nucleótidos 
pueden separarse mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, 
y las moléculas más grandes, de alrededor de 200 nucleótidos hasta 
más de 20 kb, en geles de agarosa. 

Un método común para visualizar bandas de DNA separadas en un 
gel consiste en incubar el gel en una solución que contiene el colorante 
fluorescente bromuro de etidio. Intercalándose entre los pares de bases, 
esta molécula plana se une al DNA. La unión concentra el etidio en el 
DNA y también incrementa su fluorescencia intrínseca. Como resul- 
tado, cuando se ilumina el gel con luz ultravioleta, las regiones del gel 
que contienen DNA fluorescen de forma mucho más brillante que las 
áreas del gel sin DNA. 

Una vez que el fragmento de DNA clonado, en especial uno largo, 
se separa del DNA vector, suele ser tratado con varias enzimas de res- 
tricción para obtener fragmentos más pequeños. Después de la sepa- 
ración por electroforesis en gel, todos estos fragmentos más pequeños 
o algunos de éstos pueden ligarse individualmente en un vector plas- 
mídico y clonarse en E. coli por medio del procedimiento usual. Este 
proceso, conocido como subclonación, constituye un paso importante 
en el reordenamiento de las partes de los genes en nuevas configu- 
raciones útiles. Por ejemplo, un investigador que quiere cambiar las 
condiciones en las cuales se expresa un gen podría usar subclonación 
para reemplazar el promotor normal asociado a un gen clonado con 
un segmento de DNA que contiene un promotor diferente. La sub- 
clonación también puede utilizarse para obtener fragmentos de DNA 
clonado, que son de una longitud adecuada para la determinación de 
la secuencia nucleotídica. 
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(b) 


FIGURA EXPERIMENTAL 5-19 La electroforesis en gel separa las molé- 
culas de DNA de diferentes longitudes. (a) Un gel se prepara vertiendo un 
líquido que contiene agarosa fundida o acrilamida despolimerizada entre dos 
placas de vidrio, separadas por unos pocos milimetros. A medida que la agaro- 
sa se solidifica o la acrilamida se polimeriza en poliacrilamida, se forma una ma- 
triz de gel (óvalos anaranjados) que consiste en cadenas de polímeros largos 
que forman una trama. Las dimensiones de los canales que se interconectan, o 
poros, dependen de la concentración de la agarosa o la acrilamida usada para 
formar el gel. Las bandas separadas pueden visualizarse mediante autorradio- 
grafía (si los fragmentos están radiomarcados) o por adición de un colorante 
fluorescente (p. ej. bromuro de etidio) que se une al DNA. (b) Fotografía de un 
gel teñido con bromuro de etidio (EtBr). El EtBr se une al DNA y emite fluores- 
cencia bajo luz UV. Las bandas en los carriles del extremo izquierdo y derecho 
se conocen como marcadores de DNA -fragmentos de DNA de tamaño cono- 
cido que sirven como referencia para determinar la longitud de los fragmentos 
de DNA en la muestra experimental. (Parte (b] Science Photo Library) 


La reacción en cadena de la polimerasa amplifica 
una secuencia específica de DNA a partir de una 
mezcla compleja 


Si se conoce la secuencia nucleotídica en los extremos de una región 
particular del DNA, el fragmento intercalado puede amplificarse di- 
rectamente mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
Aquí se describen la técnica básica y tres situaciones en las cuales puede 
utilizarse. 

La PCR depende de la capacidad de desnaturalizar (fundir) alter- 
nadamente las moléculas de DNA de doble hebra e hibridarlas a hebras 
simples complementarias en un esquema controlado. Como se esque- 
matiza en la Figura 5-20, un típico procedimiento de PCR comienza 
con la desnaturalización por calor a 95 “C de una muestra de DNA 
para obtener hebras simples. Luego, se añaden dos oligonucleótidos 
sintéticos complementarios a los extremos 3” del segmento de DNA 
diana de interés en mayor exceso con respecto al DNA desnaturalizado, 
y se disminuye la temperatura hasta 50-60 *C. Estos oligonucleótidos 
específicos, que están en una concentración muy elevada, se hibridarán 
con sus secuencias complementarias en la muestra de DNA, mientras 
que las hebras largas del DNA de la muestra permanecerán separadas 
debido a sus bajas concentraciones. Después, los oligonucleótidos hi- 
bridados servirán como cebadores para la síntesis de la cadena de DNA 
en presencia de desoxinucleótidos (ANTP) y una DNA polimerasa re- 
sistente a la temperatura, como la procedente de Thermus aquaticus 
(una bacteria que vive en aguas termales). Esta enzima, denominada 


a) ANIMACIÓN TÉCNICA: Clonación de un plásmido 
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FIGURA 5-20 La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es amplia- 
mente utilizada para amplificar regiones de DNA de secuencia conoci- 


da. Para amplificar una región específica de DNA, un investigador sintetiza quí- 


micamente dos cebadores de oligonucleótidos diferentes, complementarios a 
las secuencias, de aproximadamente 18 bases que flanquean la región de inte- 
rés (designadas con rectángulos celestes y azules). La reacción completa está 
compuesta de una mezcla compleja de DNA de doble hebra (en general, DNA 
genómico que contiene la secuencia diana de interés), un exceso estequiomé- 
trico de ambos cebadores, los cuatro desoxirribonucleósidos trifosfato y una 
DNA polimerasa estable al calor, conocida como Taq polimerasa. Durante cada 
ciclo de PCR, la mezcla primero es calentada para separar a las hebras y, luego, 
enfriada para permitir a los cebadores unirse a las secuencias complementarias 
que flanquean la región a ser amplificada. La Tag polimerasa extiende cada 
cebador desde su extremo 3”, lo que genera hebras recién sintetizadas que se 
extienden en dirección 3” al extremo 5 “de la hebra molde. Durante el tercer 
ciclo, las moléculas de DNA de doble hebra son generadas en igual longitud a 
la secuencia de la región a ser amplificada. En cada ciclo sucesivo, el segmento 
diana, que se hibridará a los cebadores, se duplica y, eventualmente, supera 
ampliamente en número a todos los otros segmentos de DNA en la mezcla 

de reacción. Los sucesivos ciclos de PCR pueden automatizarse mediante una 
reacción de ciclación por intervalos de tiempo, a temperatura elevada, para 
desnaturalizar el DNA, y a una temperatura menor definida para la hibridación 
y la elongación de las partes. Una reacción con 20 ciclos amplificará la secuen- 
cia especifica diana un millón de veces. 


e 5 —— 


Taq polimerasa, puede permanecer activa incluso después de ser calen- 
tada a 95 *C y puede extender los cebadores a temperaturas de hasta 
72 *C. Cuando la síntesis está completa, la mezcla total se calienta a 
95 “C para desnaturalizar los DNA dúplex recién formados. Después de 
que se vuelve a disminuir la temperatura, se inicia otro ciclo de síntesis, 
ya que el exceso de cebador todavía está presente. Repetidos ciclos de 
desnaturalización (calentamiento) seguidos de hibridación y síntesis 
(enfriamiento) amplifican rápidamente la secuencia de interés. En cada 
ciclo, el número de copias de la secuencia entre los sitios cebadores 
se duplica; por lo tanto, la secuencia deseada se incrementa exponen- 
cialmente —alrededor de un millón después de 20 ciclos— mientras que 
todas las otras secuencias en la muestra de DNA original permanecen 


sin amplificar. 


Aislamiento directo de un segmento especifico de DNA genómico 
Para los organismos en los cuales todo el genoma o la mayor parte de 
éste ha sido secuenciado, la amplificación por PCR comienza con el DNA 
genómico total, ya que es el camino más fácil para obtener una región 
de DNA específica de interés para la clonación. En esta aplicación, los 
dos cebadores de oligonucleótidos se diseñan para ser hibridados a las 
secuencias que flanquean la región genómica de interés y para incluir las 
secuencias que son reconocidas por enzimas específicas de restricción 
(Fig. 5-21). Después de la amplificación de la secuencia diana, alrededor 
de 20 ciclos de PCR, la escisión con enzimas de restricción adecuadas 
produce extremos cohesivos que permiten la ligación eficiente del frag- 
mento en un vector plasmídico cortado por la misma enzima de restric- 
ción en el policonector. Los plásmidos recombinantes resultantes todos 
llevan el segmento de DNA genómico idéntico— pueden clonarse en cé- 
lulas de E. coli. Con ciertos refinamientos de la PCR, pueden amplificarse 
y clonarse, incluso segmentos de DNA superiores a 10 kb de longitud. 
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Nótese que este método no implica la clonación de grandes can- 
tidades de fragmentos de restricción derivados del DNA genómico 
ni sus posteriores búsquedas para identificar el fragmento específico 
de interés. En efecto, el método de PCR invierte esta técnica tradi- 
cional y, por ende, evita sus aspectos más tediosos. El método de 
PCR es útil para aislar secuencias de genes con el fin de manipularlas 
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en una variedad de formas útiles descritas más adelante. Además, el 
método de PCR puede utilizarse para aislar las secuencias de genes 
de organismos mutantes con el objeto de determinar cuánto difieren 
respecto del tipo silvestre. 

Una variación del método de PCR permite la amplificación de 
una secuencia de cDNA específica a partir de los mRNA celulares. Este 
método, conocido como PCR con transcripción inversa (RT-PCR), co- 
mienza con los mismos procedimientos descritos anteriormente para el 
aislamiento de cCDNA a partir de una colección de mRNA celulares. Tí- 
picamente, un cebador de oligo dT, que se hibridará a la cola 3"poli(A) 
del mRNA, se emplea como cebador para la primera hebra de síntesis 
de CDNA mediante la transcriptasa inversa. Un cDNA específico puede 
aislarse a partir de esta mezcla compleja de los cDNA, por medio de la 
amplificación, con el uso de dos cebadores de oligonucleótidos diseña- 
dos para hacer coincidir secuencias en los extremos 5' y 3" del mRNA 
correspondiente. Como ya se mencionó, estos cebadores podrían ser 
diseñados para incluir sitios de restricción con el fin de facilitar la in- 
serción del CDNA amplificado en un vector plasmídico adecuado. 
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-21 Una región diana específica en el DNA ge- 
nómico total puede ser amplificada por PCR para el vrai a 
Cada cebador de PCR es complementario a Un extremo de la re mi e 
incluye la secuencia de reconocimiento para Uno eama de re a + e > 
tiene Un sitio dentro de la región diana. En este ejemplo, el cebador 1 contiene 
una secuencia BamH1, mientras que el cebador 2 contiene una poi 
Hindill. (nótese que para mayor claridad, en Cualquier ronda de ampli cación 
solo se muestra una, la que está entre corchetes, de las dos hebras). Después 
de la amplificación, los segmentos diana se tratan con enzimas de restricción 
adecuadas que generan fragmentos con extremos cohesivos Estos pueden 
incorporarse en vectores plasmídicos complementarios y ser clonados en E. col 
mediante el procedimiento usual (véase la Fig. 5-13). 


La RT-PCR puede realizarse de manera tal que la cantidad inicial 
de un mRNA celular particular puede determinarse con precisión. Para 
llevar a cabo una reacción de RT-PCR cuantitativa, se determina la can- 
tidad de secuencia de DNA de doble hebra producida en cada ciclo de 
amplificación a medida que tiene lugar la amplificación de una secuen- 
cia de mRNA particular. Por extrapolación de estas cantidades, puede 
obtenerse una estimación de la cantidad de secuencia de mRNA inicial. 
Esta RT-PCR cuantitativa, llevada a cabo en tejidos o en organismos 
enteros con el uso de cebadores para los genes de interés, proporciona 


una de las mediciones más precisas para seguir los cambios en la ex- 
presión génica. 


Preparación de las sondas Al comienzo, se mencionó que las sondas 
de oligonucleótidos para los ensayos de hibridación por amplificación 
de PCR requieren la síntesis química de solo dos cebadores relativa- 
mente cortos correspondientes a los dos extremos de la secuencia dia- 
na. La muestra de partida para la amplificación por PCR de la secuencia 
diana puede ser una preparación de DNA genómico o una preparación 
de cDNA sintetizado a partir del mRNA celular total. Para generar un 
producto radiomarcado a partir de PCR, se incluyen dNTP marcados 
con ”P durante los últimos ciclos de amplificación o puede obtenerse 
un producto marcado con fluorescencia mediante el empleo de dNTP 
marcados con fluorescencia durante los últimos ciclos de amplifica- 
ción. Como las sondas preparadas por PCR son relativamente largas y 


tienen incorporados muchos nucleótidos radiactivos o marcados con 


fluorescencia, estas sondas suelen dar una señal más fuerte y específica 
que las sintetizadas químicamente. 


Etiquetado de genes mediante inserción 


cación útil de la PCR consiste en amplificar un gen “etiquetado” a partir 
de DNA genómico de una cepa mutante. Este método es más simple, 
para la identificación de genes asociados con un fenotipo mutante par- 


ticular, que una búsqueda en una biblioteca mediante complementa- 
ción funcional (véase la Fig. 5-18). 


de mutaciones Otra apli- 


La clave de este uso de la PCR es utilizar la capacidad para produ- 
cir mutaciones por inserción de una secuencia de DNA conocida en el 
genoma de un organismo experimental. Dichas mutaciones por inser- 
ción pueden generarse mediante el uso de elementos de DNA móviles, 
que pueden moverse (o transponer) desde un sito cromosómico a otro. 
Como se analizará en más detalle en el Capítulo 6, estas secuencias de 
DNA .S producen naturalmente en los genomas de la mayoría de los 
organismos y pueden dar lugar a las mutaciones de pérdida de función 


sI se transponen a una región que codifica una proteína 
Por ejemplo, los investigadores han 7 . 
modificad el to de 
DNA móvil de D cado un elemen 


rosophila, conocido como elemento P, para optimizar 
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FIGURA 5-22 La secuencia genómica en el sitio de inserción 
de un transposón se revela mediante amplificación por PCR 
y secuenciación. Para obtener la secuencia de DNA del sitio de 
] inserción de un transposón de elemento P, es necesario amplificar 
por PCR la unión entre secuencias de transposones conocida 
y secuencias cromosómicas desconocidas que flanquean. Un 
método para lograrlo consiste en segmentar el DNA genómico 
con una enzima de restricción que lo corta una vez dentro de 
la secuencia del transposón. El ligamiento de los fragmentos de 
restricción generará moléculas de DNA circular. Mediante el uso 
de cebadores de DNA, diseñados adecuadamente, que se apareen 
con la secuencia del transposón, es posible amplificar por PCR el 
fragmento de unión deseado. Finalmente, se lleva a cabo una re- 
acción de secuenciación de DNA (véanse las Figs. 5-23 y 5-24), con 
la utilización del fragmento amplificado por PCR como un molde 
y un cebador de oligonucleótido que coincide, en la secuencia, 
cerca del extremo del transposón para obtener la secuencia de la 
unión entre el transposón y el cromosoma. 


Cebadores de PCR 


cebadores para los transposones 


Cebador para 
secuenciar 
=> 


Own) 


su uso en la generación experimental de mutaciones por inserción. Una 
vez que se ha demostrado que la inserción de un elemento P causa una 
mutación con un fenotipo de interés, las secuencias genómicas adya- 
cente al sitio de inserción pueden amplificarse mediante una variación 
del protocolo de PCR estándar que utiliza cebadores sintéticos comple- 
mentarios a la secuencia del elemento P conocido, pero que permite que 
secuencias vecinas desconocidas sean amplificadas. Uno de estos méto- 
dos, descritos en la Figura 5-22, comienza por la rotura del DNA genó- 
mico de Drosophila que contiene una inserción de elemento P con una 
enzima de restricción que corta una vez dentro del DNA del elemento 
P. La colección de los fragmentos de DNA escindidos tratados con DNA 
ligasa producen moléculas circulares, algunas de las cuales contendrán 
el DNA del elemento P. La región cromosómica que flanquea al elemen- 
to P puede, más tarde, ser amplificada por PCR con el uso de cebadores 
que coinciden con las secuencias del elemento P y son alargadas en di- 
recciones opuestas. La secuencia del fragmento amplificado resultan- 
te puede, entonces, determinarse mediante la utilización de un tercer 
cebador de DNA. La secuencia crítica para la identificación del sitio de 
inserción del elemento P es la unión entre el extremo del elemento P y 
las secuencias genómicas. En general, este enfoque evita la clonación de 
grandes cantidades de fragmentos de DNA y su búsqueda para detectar 
un DNA clonado correspondiente al gen mutado de interés. 

Se han aplicado técnicas similares en otros organismos Cuyas muta- 
ciones por inserción pueden generarse con el uso de elementos móviles 
de DNA o virus con genomas secuenciados que pueden insertarse de 


Manera aleatoria en el genoma. 


Las moléculas de DNA clonado se secuencian de 
forma rápida mediante métodos basados en la PCR 


La caracterización completa de cualquier fragmento de DNA clo- 
nado requiere la determinación de su secuencia nucleotídica. La 
tecnología utilizada para determinar la secuencia de un segmen- 
to de DNA representa uno de los campos con mayor crecimiento 
en la biología molecular. En la década de 1970, F. Sanger y cols. 
desarrollaron el procedimiento de terminación de la cadena, que 
sirvió de base para la mayoría de los métodos de secuenciación del 
DNA de los siguientes 30 años. La idea, detrás de este método, es la 
de sintetizar a partir del fragmento de DNA a ser secuenciado un 
conjunto de hebras hijas que están marcadas en un extremo y ter- 
minan en uno de los cuatro nucleótidos. La separación de las hebras 
hijas truncadas mediante electroforesis en gel, que puede resolver 
las hebras que difieren en longitud por un nucleótido, puede luego 
revelar la longitud de todas las hebras que terminan en G, A, T,o 
C. A partir de estos conjuntos de hebras de diferente longitud, pue- 
de establecerse la secuencia de nucleótidos del fragmento de DNA 
original. El método de Sanger ha experimentado numerosos refi- 
namientos y, en la actualidad, puede automatizarse por completo; 
pero debido a que cada secuencia nueva de DNA requiere una reac- 
ción de secuenciación individual separada, la velocidad global a la 
cual pueden producirse secuencias de DNA nuevas por este método 
se encuentra limitada por el número total de reacciones que pueden 
llevarse a cabo cada vez. 
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-23 Generación de grupos de moléculas 
idénticas de DNA adheridas a un soporte sólido. Un grupo grande de 
moléculas de DNA a ser secuenciadas se liga a policonectores de doble hebra, 
que se unen en cada extremo del fragmento. Luego, el DNA se amplifica por 
PCR mediante el uso de cebadores que formen apareamiento de bases con 
las secuencias de los conectores que están unidos por enlaces covalentes a 
un sustrato sólido. Diez ciclos de amplificación producen alrededor de 1 000 
copias idénticas del fragmento de DNA localizado en un grupo pequeño, que 
se adhiere a ambos extremos del sustrato sólido. Estas reacciones se optimizan 
para producir aproximadamente 3 x 10? grupos discretos, no solapantes, que 
están listos para ser secuenciados. 


Un gran avance en la tecnología de secuenciación se produjo cuan- 
do se diseñaron métodos para permitir que un único instrumento de 
secuenciación llevara a cabo miles de millones de reacciones de secuen- 
ciación simultáneamente al localizar dichas reacciones en diminutos 
grupos, sobre la superficie de un sustrato sólido. Desde 2007, cuando 
estuvieron disponibles comercialmente los denominados secuencia- 
dores de la siguiente generación, la capacidad para producir secuencias 
nuevas se incrementó en gran medida y, desde entonces, se ha dupli- 
cado cada año. En un método de secuenciación muy difundido, miles 
de millones de diferentes hebras de DNA para ser secuenciadas son 
preparadas mediante la unión de policonectores de doble hebra a sus 
extremos (Fig. 5-23). A continuación, los fragmentos de DNA son am- 
plificados por PCR con el uso cebadores que forman apareamiento con 
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-24 Uso de desoxirribonucleótidos trifosfatos 
marcados con fluorescencia para la determinación de la secuencia. La 
reacción comienza con la rotura de una hebra del DNA agrupado. Después de 
la desnaturalización, una sola hebra de DNA permanece adherida. Se utiliza UN 
oligonucleótido sintético como cebador, que contiene dNTP para la reacción 
de polimerización, cada uno con una marca fluorescente de un color diferente. 
La marca fluorescente está diseñada para bloquear el grupo 30H de los dNTR, 
de manera tal que una vez que se haya incorporado el dNTP fluorescente, no 
será posible continuar con la elongación. Debido a que la DNA polimerasa 
incorporará el mismo dNTP fluorescente en cada una de las 100 copias de DNA 
en un grupo, el grupo entero estará uniformemente marcado con el mismo 
color fluorescente, del que pueden obtenerse imágenes en un microscopio 
especial. Una vez que los grupos emiten la imagen, las marcas fluorescentes 
son eliminadas mediante una reacción química que deja un nuevo extremo 
de cebador disponible para el siguiente ciclo de adición de dNTP, marcado 
con fluorescencia. Una reacción de secuenciación típica puede llevar a cabo. 
100 ciclos de polimerización; esto permite determinar 100 bases de secuencia 
para cada grupo. Así, una reacción de secuenciación total de este tipo puede 
generar aproximadamente 3 x 1011 bases de información de secuencia €N 


el término de dos días. (OpenWetWare user Andrea Loehr (http://0pernwetware.org/wiki/ 
User:Andrea_Loehr).) 


las secuencias policonectoras. Esta reacción de amplificación por PCR 
difiere de la amplificación por PCR estándar mostrada en la Figura 
5-20, en la que los cebadores usados están unidos de manera covalente 
a un sustrato sólido. Así, a medida que se procede a la amplificación por 
PCR, un extremo de cada hebra de DNA hija se une de modo covalente 
al sustrato y, al final de la amplificación, se obtienen -1 000 productos 
de PCR idénticos unidos a la superficie, en un grupo compacto. 

Luego, estos grupos pueden ser secuenciados con el uso un micros- 
copio especial para los desoxirribonucleótidos (ANTP) marcados con 
fluorescencia a medida que son incorporados por la DNA polimerasa, 
uno cada vez, en una cadena de DNA creciente (Fig. 5-24). Primero, se 
corta una hebra y se la elimina con lavado, lo que deja un molde de DNA 
de una hélice. Luego, se lleva a cabo la secuenciación sobre los -1 000 
moldes idénticos en grupos, un nucleótido por vez. Los cuatro dNTP 
están marcados con fluorescencia y se añaden a la reacción de secuen- 
ciación. Después de que se les permite hibridar, se forma la imagen del 
sustrato y se registra el color de cada grupo. A continuación, la marca 
fluorescente se elimina químicamente y se permite que se una un nuevo 
dNTP. Este ciclo se repite alrededor de 100 veces y da como resultado 
miles de millones de secuencias de -100 nucleótidos. 

Con el fin de secuenciar una región continua larga del DNA genó- 
mico o incluso el genoma completo de un organismo, los investigadores, 
por lo general, utilizan una de las estrategias esquematizadas en la Figu- 
ra 5-25. El primer método requiere el aislamiento de una colección de 
fragmentos de DNA cuya secuencia se solapa. Una vez que se determina 
la secuencia de uno de estos fragmentos, los oligonucleótidos basados 
en esa secuencia pueden sintetizarse químicamente para ser utilizados 
como cebadores en la secuenciación de los fragmentos solapados adya- 
centes. De esta forma, se determina la secuencia de un segmento largo 
de DNA que se incrementa progresivamente mediante la secuenciación 
de los fragmentos de DNA solapados clonados que lo componen. Un 
segundo método, que se denomina secuenciación aleatoria del genoma, 
evita el paso de aislar una colección ordenada de segmentos de DNA que 
abarca el genoma. Este método involucra simplemente la secuenciación 
aleatoria de clones a partir de una biblioteca genómica. Se elige el núme- 
ro total de clones para la secuenciación de manera tal que, en promedio, 
cada segmento del genoma sea secuenciado alrededor de 10 veces. Este 
grado de cobertura asegura que cada segmento del genoma es secuencia- 
do más de una vez. Después, la secuencia genómica completa se ensam- 
bla mediante el empleo de un algoritmo computacional que alinea todas 
las secuencias, con el uso de sus regiones superpuestas. La secuenciación 
aleatoria del genoma es el método más rápido y más rentable para se- 
cuenciar segmentos largos de DNA, y la mayoría de los genomas -incluso 
el genoma humano— han sido secuenciados con esta técnica. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 5.2 
Clonación del DNA y caracterización 


« En la clonación del DNA, las moléculas de DNA recombinantes se 
forman in vitro mediante la inserción de fragmentos de DNA en molé- 
culas de DNA vector. Las moléculas de DNA recombinantes luego son 
introducidas en las células huéspedes, donde se replican; esto produce 
grandes cantidades de moléculas de DNA recombinantes. 


*« Las enzimas de restricción (endonucleasas) típicamente cortan el 


DNA en secuencias palindrómicas específicas, de 4- a 8-pb, y producen 
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-25 Dos estrategias para el ensamblado de 

las secuencias genómicas completas. Un método (izquierda) depende del 
aislamiento y ensamblado de un grupo de segmentos de DNA clonados a lo 
largo del genoma. Esto puede realizarse si se hacen coincidir segmentos clona- 
dos mediante hibridación o por alineamiento de mapas de sitios de restricción. 
Luego, la secuencia de DNA de los clones ordenados puede ser ensambla- 

da en una secuencia genómica completa. El método alternativo (derecha) 
depende de la relativa facilidad de la secuenciación de DNA automatizada y 
de si es posible evitar los laboriosos pasos de ordenar la biblioteca. Mediante 

la secuenciación de clones lo suficientemente aleatorios de la biblioteca, de 
manera tal que cada segmento del genoma esté representado entre 3 y 10 
veces, es posible reconstruir la secuencia genómica mediante alineamiento por 
computación de un número muy grande de fragmentos de secuencia. 


fragmentos que suelen tener colas de una hélice autocomplementarias 
(extremos cohesivos). 


* Dos fragmentos de restricción con extremos cohesivos pueden unirse 
con la DNA ligasa para formar una molécula (véase la Fig. 5-12), 


* Los vectores de clonación de E. coli son moléculas de DNA circulares 
pequeñas (plásmidos) que incluyen tres regiones funcionales: un ori- 
gen de replicación, un gen de resistencia a un fármaco y un sitio donde 
puede insertarse un fragmento de DNA. Las células transformadas que 
llevan un vector se convierten en colonias sobre el medio de selección 
(véase la Fig. 5-13). 


* Una biblioteca de cCDNA es un conjunto de clones de cDNA prepara- 
dos a partir de los mRNA aislados de un tipo particular de tejido. Una 
biblioteca genómica consiste en un conjunto de clones que llevan frag- 
mentos de restricción producidos por escisión del genoma completo. 


* En la clonación de cCDNA, los mRNA expresados son convertidos me- 
diante transcripción inversa en DNA complementarios o cDNA. Me- 
diante una serie de reacciones, los cDNA de una hélice son convertidos 
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en DNA de doble hebra, gue luego pueden unirse a un vector plasmí 
dico (véase la Lig. 5-15). 


* Puede detectarse un fragmento de DNA clonado particular dentro 
de una biblioteca mediante hibridación con un oligonucleótido radio- 
marcado cuya secuencia es complementaria a una parte del fragmento 
(véase la Fig. 5-16). 


* Los vectores lanzadera que se replican tanto en levaduras como en E. 
coli pueden usarse para construir una biblioteca genómica de levadura. 
Pueden aislarse genes específicos mediante su capacidad para comple- 
mentar los genes mutantes correspondientes en las células de levadura 
(véase la Fig. 5-17). 


* Los fragmentos de DNA clonado pueden escindirse con enzimas de 
restricción, lo que produce fragmentos pequeños que luego son sepa- 
rados por electroforesis en gel y subclonados en vectores plasmídicos, 
antes de que sean secuenciados o manipulados experimentalmente. 


* La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) permite la amplifica- 
ción exponencial de un segmento específico de DNA a partir de solo 
una molécula inicial de DNA molde si se conoce la secuencia que flan- 
quea la región de DNA a ser amplificada (véase la Fig. 5-20). 


* La PCR es un método altamente versátil que puede programarse para 
amplificar una secuencia de DNA genómica, un cDNA o una secuencia 


en la unión entre un elemento transponible y las secuencias cromosó- 
micas flanqueantes. 


* Los fragmentos de DNA de hasta aproximadamente 100 nucleótidos 
de longitud son secuenciados mediante la generación de agrupamien- 
tos de moléculas idénticas por PCR y por la imagen de los precursores 
nucleotídicos marcados con fluorescencia, incorporados por la DNA 
polimerasa (véanse las Figs. 5-23 y 5-24). 


* Las secuencias de genomas completos pueden ensamblarse a partir 
de las secuencias de un gran número de clones solapados desde una 
biblioteca genómica (véase la Fig. 5-25). 


5.3 Uso de los fragmentos de DNA clonados para 
estudiar la expresión génica 


En la última sección, se describen las técnicas básicas para el uso de 
tecnología de DNA recombinante con el fin de aislar DNA específicos 
y formas en las cuales los clones pueden caracterizarse aún más. Aho- 
ra, se considerará como un clon de DNA aislado puede usarse para 
estudiar la expresión génica. Se analizan diversas técnicas generales, 
ampliamente utilizadas, que se basan en la hibridación de los ácidos 
nucleicos para elucidar cuándo y dónde se expresan los genes, como así 
también métodos para generar grandes cantidades de proteínas y, por 
otro lado, manipular secuencias de aminoácidos para determinar sus 
patrones de expresión, estructura y función. En las siguientes secciones, 
se analizarán aplicaciones más específicas de todas las técnicas básicas. 


Las técnicas de hibridación permiten la detección 
de fragmentos de DNA específicos y mRNA 


Dos métodos muy sensibles para la detección de una secuencia de 
DNA y RNA, dentro de una mezcla compleja, combinan la electrofo- 
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Transferencia Southern (Southern blotting) La primera técnica de 
hibridación para detectar fragmentos de DNA de Una secuenci 
cífica se conoce como transferencia Southern, 
E. M. Southern. Esta técnica es capaz de det 
restricción específico en la mezcla altamente compleja de fragmentos 
producidos por la fragmentación del genoma humano completo con 
una enzima de restricción. Cuando se somete esta mezcla compleja a 
electroforesis en gel, de manera tal que muchos fragmentos diferentes 
de casi la misma longitud estén presentes, no es posible resolver los 
fragmentos de DNA particulares como una banda discreta 
No obstante, puede identificarse un fragmento particular que migra 
como una banda sobre el gel por su capacidad de hibridar a una son. 
da de DNA específica. Para lograr esto, los fragmentos de restricción 
presentes en el gel son desnaturalizados con álcali y transferidos a un 
filtro de nitrocelulosa o membrana de nailon mediante transferencia 
(Fig. 5-26). Este procedimiento preserva la distribución de los frag- 
mentos en el gel y crea una réplica del gel en el filtro. (La transferencia 
se usa debido a que las sondas no se difunden rápidamente en el gel 
original). Después, el filtro se incuba en condiciones de hibridación 
con una sonda de DNA específica marcada, que suele ser generada a 
partir de un fragmento de restricción clonado. El fragmento de res- 
tricción de DNA que es complementario a la sonda se hibrida, y su 
localización sobre el filtro puede revelarse mediante autorradiografía 
para una sonda radiomarcada o por imagen fluorescente para una 
sonda marcada con fluorescencia. A pesar de que la PCR se utiliza 
muy comúnmente para detectar la presencia de una secuencia par- 
ticular en una mezcla compleja, la transferencia Southern todavía es 
útil para reconstruir la relación entre secuencias genómicas que están 


demasiado separadas como para ser amplificadas por PCR en una 
única reacción. 


a espe- 
en honor a su creador 


ectar un fragmento de 


en el gel. 


Transferencia Northern Una de las formas más básicas para carac- 
terizar un gen clonado consiste en determinar cuándo y dónde se 
expresa el gen en un organismo. La expresión de un gen particular 
puede seguirse a través de la evaluación del mRNA correspondien- 
te mediante transferencia Northern -denominada así por un jue- 
go de palabras- después del método relacionado de transferencia 
Southern. Una muestra de RNA, a menudo el RNA celular total, 
se desnaturaliza mediante tratamiento con un agente, como el for- 
maldehído, que interrumpe los enlaces de hidrógeno entre pares de 
bases, lo que asegura que todas las moléculas de RNA tengan una 
conformación lineal, desplegada. Los RNA individuales se separan 
de acuerdo con su tamaño por electroforesis en gel y se los transfiere 
a un filtro de nitrocelulosa al cual se adhieren los RNA desnaturali- 
zados extendidos. Al igual que en la transferencia Southern, después 
se expone el filtro a una sonda de DNA marcada que es comple- 
mentaria al gen de interés; finalmente, el filtro marcado es someti- 
do a autorradiografía. Como la cantidad de RNA específico en una 
muestra puede estimarse a partir de una transferencia Northern, el 
procedimiento es ampliamente utilizado para comparar cantidades 
de un mRNA particular en células que se encuentran en diferentes 
condiciones (Fig. 5-27). 
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-26 La técnica de transferencia Southern 
puede detectar un fragmento de DNA específico en una mezcla com- 
pleja de fragmentos de restricción. El diagrama describe tres fragmentos 
de restricción en el gel, pero el procedimiento puede ampliarse a una mezcla 


Hibridación in situ La transferencia Northern requiere la extracción 
de mRNA a partir de una célula o mezcla de células, lo que significa 
que las células se eliminan de sus localizaciones normales dentro de 
un organismo o tejido. Como resultado, se pierde la localización de 
una célula y su relación con sus vecinas. Para retener esa información 
posicional en estudios precisos de expresión génica, un tejido seccio- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-27 El análisis de transferencia Northern 
revela la expresión elevada del mRNA de la $-globina en las células 

de eritrocitos diferenciados. El mRNA total, en extractos de células de 
eritroleucemia que fueron cultivadas pero no inducidas y en células inducidas 
a detener el crecimiento, a las que se les permitió diferenciarse por 48 o 96 
horas, fue analizado por transferencia Northern para el mRNA de la B-globina. 
La intensidad de una banda es proporcional a la cantidad de MRNA presente. 
El mRNA de la B-globina apenas se detecta en las células inducidas (Carril UN), 
pero aumenta más de 1 000 veces a las 96 horas posteriores a la inducción de 


la diferenciación. (Cortesía de K- Kole.) 
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de millones de fragmentos de DNA. Solo los fragmentos que se hibridan a una 
sonda marcada darán una señal sobre un autorradiograma. Una técnica similar, 
denominada transferencia Northern, detecta los mRNA específicos dentro de 
una mezcla. (Véase E. M. Southern, 1975, J. Mol. Biol 98:508,) 


nado o entero, o incluso un embrión permeabilizado entero, puede ser 
sometido a hibridación in situ para detectar el mRNA codificado por 
un gen particular. Esta técnica permite que la transcripción por gen sea 
monitorizada en tiempo y en espacio (Fig. 5-28). 


Las micromatrices de DNA pueden utilizarse para 
evaluar la expresión de muchos genes a la vez 


La monitorización simultánea de la expresión de miles de genes es po- 
sible mediante el análisis de las micromatrices de DNA, otra técnica ba- 
sada en el concepto de hibridación de ácido nucleico. Una micromatriz 
de DNA consiste en una disposición organizada de miles de secuencias 
específicas de genes individuales, estrechamente empaquetados, adhe- 
ridos a la superficie de un portaobjeto de vidrio. Al acoplar el análisis 
de las micromatrices con los resultados de los proyectos de secuencia- 
ción genómica, los investigadores pueden analizar los patrones globales 
de expresión génica de un organismo durante las respuestas fisiológicas 
o los procesos del desarrollo. 


Preparación de las micromatrices de DNA En un método para la 
preparación de micromatrices, una parte de = 1 kb de la región codi- 
ficante de cada gen analizado se amplifica individualmente por PCR. 
Se utiliza un dispositivo robótico para aplicar cada muestra de DNA 
amplificado a la superficie de un portaobjeto de vidrio, que luego es 
procesado químicamente para que las secuencias de DNA se adhieran 
en forma permanente a la superficie de vidrio y para desnaturalizarlas. 
Un ordenamiento típico podría contener = 6 000 puntos de DNA en 
una matriz de 2 x 2 cm. 

Con un método alternativo, se sintetizan múltiples oligonucleóti- 
dos de DNA, en general de al menos 20 nucleótidos de longitud, a par- 
tir de un nucleótido inicial que se une de forma covalente a la superficie 
de un portaobjeto. Puede programarse la síntesis de un oligonucleótido 
de secuencia específica en una región pequeña, sobre la superficie de un 
portaobjeto. Diversas secuencias de oligonucleótidos de un único gen 
son, por ende, sintetizadas en las regiones vecinas del portaobjeto para 
analizar la expresión de ese gen. Por medio de este método, pueden 
producirse los oligonucleótidos que representan miles de genes en un 
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-28 La hibridación in situ puede detectar 
actividad de genes específicos en embriones completos o secciona- 
dos. El espécimen se permeabiliza mediante tratamiento con detergente y 
Una proteasa, para exponer el mRNA a la sonda. Una sonda de DNA o RNA, 
específica para el mRNA de interés, se sintetiza con análogos de nucleótido 
que contienen grupos químicos que pueden ser reconocidos por anticuerpos. 
Después de que el espécimen permeabilizado se ha incubado con la sonda 
bajo condiciones que estimulan la hibridación, se elimina el exceso de sonda 
con una serie de lavados. Luego, el espécimen es incubado en una solución 
que contiene un anticuerpo que se unen a la sonda. Este anticuerpo está uni- 
do, mediante enlaces covalentes, a una enzima informadora (p. ej. peroxidasa 
de rábano picante o fosfatasa alcalina) que produce un producto de reacción 
coloreado. Después de eliminar el exceso de anticuerpo, se añade el sustrato 


único portaobjeto. Debido a que estos métodos para diseñar esos or- 
denamientos de oligonucleótidos sintéticos fueron adaptados a partir 
de otros, diseñados para la fabricación de circuitos integrados micros- 
cópicos utilizados en las computadoras, estos tipos de disposiciones de 
micromatrices de oligonucleótidos suelen denominarse chips de DNA. 


Uso de las micromatrices para comparar la expresión génica 
en diferentes condiciones. El paso inicial, en un estudio de expre- 
sión de micromatrices, consiste en preparar los cDNA marcados con 
fluorescencia que corresponden a los mRNA expresados por las células 
en estudio. Cuando se aplican los cDNA a una micromatriz, los puntos 
que representan genes que son expresados se hibridarán, en condiciones 
adecuadas, a sus CDNA complementarios en la sonda marcada y pue- 
den, posteriormente, detectarse con un microscopio láser de barrido. 

La Figura 5-29 describe cómo puede aplicarse este método para 
analizar los cambios en la expresión génica observada después de que 
fibroblastos humanos son transferidos desde un medio de crecimien- 
to pobre a uno rico, que contiene suero. En este tipo de experimento, 
se marcan las preparaciones de cDNA separadas, provenientes de estos 
dos tipos de fibroblastos, en medios de crecimiento pobre y rico, con 
diferentes colorantes fluorescentes. Después, una matriz de DNA con 
8 600 genes de mamíferos es incubada con una mezcla que contiene 
iguales cantidades de dos preparaciones de cDNA en condiciones de hi- 
bridación. Después de que se elimina el ¿DNA no hibridado, se mide la 
intensidad de la fluorescencia verde y roja en cada punto del DNA con el 
uso de un microscopio de fluorescencia; esto se almacena en archivos de 

computación con el nombre de cada gen, según su posición conocida en 
el portaobjeto. Las intensidades relativas de las señales de fluorescencia 
verde y roja de cada punto son una medida de los niveles de expresión 
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para la enzima informadora. Se forma un precipitado coloreado en el que 

la sonda se ha hibridado al mRNA que se está detectando. (a) Un embrión 
completo de ratón de alrededor de 10 días de desarrollo analizado para el 
MRNA Sonic hedgehog. La tinción marca la notocorda (flecha roja), un cilindro 
de mesodermo que transcurre a lo largo de la futura médula espinal. (b) Una 
sección de un embrión murino similar al de la parte (a). Pueden observarse el 
eje dorsal/ventral del tubo neural (TN), con la notocorda, que expresa Sonic 
hedgehog (flecha roja) por debajo de éste, y el endodermo (flecha azul), aún 
más ventral. (c) Embrión completo de Drosophila, analizado para un mRNA 
producido durante el desarrollo de la tráquea. Se evidencia el patrón repetitivo 
de los segmentos corporales. La parte anterior (cabeza) se encuentra arriba; la 
ventral, abajo. (Cortesía de L Milenkovic y M. P. Scott.) 


de ese gen en respuesta al suero. Los genes que no se transcriben en estas 
condiciones de crecimiento no dan señal detectable. Los genes que se 
transcriben a igual nivel en ambas condiciones se hibridarán por igual 
a las dos preparaciones de cDNA, marcadas con verde y rojo. El análisis 
de micromatrices de la expresión génica, en fibroblastos, demostró que 
la transcripción de alrededor de 500 de los 8 600 genes analizados cam- 
biaba sustancialmente después del agregado de suero. 


El análisis de grupos de experimentos de expresión 
múltiple identifica los genes corregulados 


Raramente, pueden extraerse conclusiones firmes a partir de un úni- 
co experimento de micromatrices acerca de si los genes que exhiben 
similares cambios en la expresión están regulados conjuntamente y, 
por lo tanto, es probable que estén relacionados funcionalmente. Por 
ejemplo, muchas de las diferencias observadas en la expresión génica 
recién descrita en los fibroblastos podrían ser consecuencias indirectas 
de los numerosos cambios diferentes que se producen en la fisiología 
celular cuando las células son transferidas de un medio a otro. En otras 
palabras, los genes que parecen estar corregulados en un único expe- 
rimento de micromatrices pueden sufrir cambios en la expresión po! 
diversas razones y, en realidad, pueden tener funciones biológicas muy 
diferentes. Una solución a este problema es combinar la información 
de un conjunto de experimentos de matrices de expresión para encon- 
trar genes que están regulados de forma similar, bajo una variedad de 
condiciones o durante un período de tiempo. 

Este uso, más informativo de los experimentos de matrices de el 
presión múltiple, es ilustrado por el examen de la expresión relativa 
de los 8 600 genes en distintos momentos después de la adición del 
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-29 El análisis de micromatrices de DNA 


puede revelar diferencias de la expresión génica en los fibroblastos en 


distintas condiciones experimentales. (a) En este ejemplo, el DNA, pre- 


parado a partir de mRNA aislado de fibroblastos privados de suero o después 
de añadir suero, se marcó con diferentes colorantes fluorescentes, Se expone 


una micromatriz compuesta de puntos de DNA que representan 8 


600 genes 
de mamifero, en una mezcla de parte 


| | s iguales de dos preparaciones de cONA 
en condiciones de hibridación. La relación de las intensidades de fluoresce 


roja y verde en Cada punto, detectada con un microscopio láser confocal de 
barrido, indica la expresión relativa de cada gen en respuesta al suero, (b) Una 
microfotografía de un segmento pequeño de una MiCromatriz de DNA genui- 
na. Cada punto, en esta matriz de 16 x 16, contiene DNA de un gen diferente 
hibridado a muestras de CDNA control y experimental, marcadas con coloran- 
tes fluorescentes rojo y verde. (Un punto amarillo indica igual hibridación de la 


fluorescencia verde y roja, lo que evidencia que no hay cambio en la expresión 
génica). (Parte [b] Alfred Pasieka/Photo Researchers, Inc) 
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suero, lo que genera más de 104 piezas individuales de información. 
Un programa de ordenador, relacionado con el que se emplea para 
determinar el grado de relación de diferentes secuencias de proteínas, 
puede organizar esta información y agrupar los genes que muestran 
expresión similar en el transcurso del tiempo, después del agregado 
de suero. Notablemente, estos análisis de agrupamientos (cluster) reú- 
nen conjuntos de genes cuyas proteínas codificadas participan en un 


proceso celular en común, como la biosíntesis de colesterol o el ciclo 
celular (Fig. 5-30). 


En el futuro, el análisis de micromatrices será una herramienta de 

diagnóstico muy poderosa en medicina. Por ejemplo, se ha en- 
contrado que grupos particulares de mRNA distinguen tumores con 
un mal pronóstico de aquellos que presentan uno bueno. Enfermeda- 
des anteriormente indistinguibles ahora son detectables. El análisis de 
las biopsias de tumores para estos mRNA ayudará a los médicos a selec- 
cionar el tratamiento más adecuado. A medida que se reconozcan más 
patrones de expresión génica característicos de varios tejidos diseccio- 
nados, el uso diagnóstico de las micromatrices de DNA se extenderá a 
otros trastornos. Mi 


Los sistemas de expresión de E. coli pueden 
producir grandes cantidades de proteínas a partir 
de genes clonados 


Muchas hormonas proteicas y otras proteínas de señalización o 

regulación se expresan normalmente en concentraciones muy 
bajas, si se excluye su aislamiento y purificación en grandes cantidades 
mediante técnicas bioquímicas estándar. El uso terapéutico generaliza- 
do de estas proteínas, como así también la investigación básica de su 
estructura y función, depende de los procedimientos eficaces para su 
producción en grandes cantidades, a un costo razonable. Las técnicas 
de DNA recombinantes que convierten las células de E. coli en fábricas 
para la síntesis de proteínas de baja abundancia, en la actualidad, se 
utilizan para producir comercialmente factor estimulador de colonias 
de granulocitos (G-CSF), insulina, hormona del crecimiento y otras 
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-30 El análisis de grupo (cluster) de datos de 
múltiples experimentos de expresión de micromatrices pueden iden- 
tificar los genes corregulados. La expresión de 8 600 genes de mamífero 
fue detectada mediante análisis de micromatrices, en intervalos, durante un 
período de 24 horas después de añadir suero a los fibroblastos cultivados en 
un medio pobre. El diagrama de grupo que se muestra aquí se basa en un 
algoritmo informático que agrupa genes que evidencian cambios similares 
en la expresión, en comparación con una muestra control sin suero, a lo largo 
del tiempo. Cada columna de los recuadros coloreados representa un único 
gen, y cada fila representa un punto del tiempo. Un recuadro rojo indica un 
incremento en la expresión en relación con el control; un recuadro verde, una 


proteínas humanas con usos terapéuticos. Por ejemplo, el G-CSF esti- 
mula la producción de granulocitos, el glóbulo blanco fagocítico cru- 
cial para la defensa contra las infecciones bacterianas. La administra- 
ción de G-CSF a pacientes con cáncer ayuda a compensar la reducción 
en la producción de granulocitos causada por los agentes quimiotera- 
péuticos; de este modo, se protege a los pacientes de las infecciones 
graves mientras reciben quimioterapia. M 


El primer paso en la producción de grandes cantidades de una pro- 
teína de baja abundancia es obtener un clon de cDNA que codifica la 
proteína en su longitud total mediante métodos que se analizaron an- 
teriormente. El segundo paso consiste en diseñar vectores plasmídicos 
que expresarán grandes cantidades de la proteína codificada cuando se 
los inserte en las células de E. coli. La clave para diseñar dichos vectores 
de expresión es incluir un promotor, una secuencia de DNA a partir de 


FIGURA EXPERIMENTAL 5-31 Algunas proteínas eucariontes pueden 
producirse en células de E. coli a partir de vectores plasmídicos que 
contienen el promotor /ac. (a) El vector de expresión plasmídico contiene 
un fragmento de cromosoma de £. coli, que tiene el promotor lac y el gen lacZ 
vecino. En presencia del análogo de lactosa IPTG, la RNA polimerasa normal- 
mente transcribe el gen lacZ, produciendo mRNA lacZ, que es traducido a la 
proteína codificada, B-galactosidasa. (b) El gen lacZ puede ser cortado para 
extraerlo del vector de expresión, con enzimas de restricción, y reemplazarlo 
por un CDNA clonado; en este caso, uno que codifica el factor estimulador de 
colonias de granulocito (G-CSF). Cuando el plásmido resultante es transforma- 
do en células de E. coli, la adición de IPTG y su transcripción posterior, a partir 
del promotor lac, produce el mRNA G-CSF, que se traduce en la proteína G-CSF 
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disminución en la expresión; y un recuadro negro, sin cambio significativo 

en la expresión. El esquema del “árbol”, en la parte superior, muestra cómo la 
expresión de los patrones para genes individuales puede organizarse de modo 
jerárquico para agrupar los genes con la mayor similitud en sus patrones de 
expresión, a lo largo del tiempo. En este experimento, se identificaron cinco 
grupos de genes regulados coordinadamente, como lo indican las barras en la 
parte inferior. Cada grupo contiene múltiples genes cuyas proteínas codifica- 
das funcionan en un proceso celular particular: biosíntesis de colesterol (A), el 
ciclo celular (B), la respuesta inmediata-temprana (C), señalización y angiogé- 
nesis (D), y reparación del tejido y cicatrización de heridas (E). (Cortesía de Michael 8 


Eisen, Lawrence Berkeley National Laboratory) 
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la cual puede comenzar la transcripción del cDNA. Considérese, por 
ejemplo, el sistema relativamente simple para la expresión de G-CSF 
que se muestra Cn la Ligura 5-31. En este caso, G-CSF se expresa en E. 
colitransformada con vectores plasmídicos que contienen el promotor 
lac adyacente al CONA clonado que codifica G-CSE. La transcripción 
a partr del promotor lac se produce a altas velocidades solo cuando 
se añade al medio de cultivo un análogo de la lactosa, como el isopro- 
piltiogalactosidasa (IPTG). Incluso pueden producirse cantidades más 
grandes de una proteína deseada en sistemas de expresión de E. coli 
más complicados. 

Para ayudar en la purificación de una proteína eucarionte produci- 
da en un sistema de expresión de E. coli, los investigadores suelen mo- 
dificar el CONA que codifica la proteína recombinante para facilitar su 
separación de las proteínas endógenas de E. coli. Una modificación de 
este tipo, que se utiliza con frecuencia, es añadir una secuencia nucleo- 
tídica al extremo del cDNA, de manera tal que la proteína expresada 
tendrá seis residuos de histidina en el C-terminal. Las proteínas modi- 
ficadas de esta forma se unen más fuertemente a una matriz de afinidad 
que contiene átomos de níquel quelados, mientas que la mayoría de 
las proteínas de E. coli no se unen a esa matriz. Las proteínas unidas 
pueden liberarse de los átomos de níquel mediante disminución del pH 
del medio circundante. En la mayoría de los casos, este procedimiento 
genera una proteína recombinante pura que es funcional, puesto que 
la adición de secuencias de aminoácidos cortas al C-terminal o al N- 
terminal de una proteína no suele interferir en la actividad bioquímica 


de la proteína. 


Los vectores de expresión plasmídicos pueden ser 
diseñados para utilizarlos en sistemas animales 


Aunque los sistemas de expresión bacterianos pueden utilizarse para 
crear grandes cantidades de algunas proteínas, las bacterias no pueden 
usarse en todos los casos. Numerosos experimentos para examinar la 
función de una proteína en un contexto celular adecuado requieren la 
expresión de una proteína genéticamente modificada en células anima- 
les cultivadas. Los genes se clonan en vectores de expresión eucariontes 
especializados y son introducidos en células animales cultivadas me- 
diante un proceso de transfección celular. Dos métodos comunes para 
transfectar células animales difieren en lo siguiente: si el vector de DNA 
está integrado en el DNA genómico de la célula huésped o no lo está. 
En ambos métodos, las células animales cultivadas deben ser trata- 
das para facilitar la incorporación del vector plasmídico recombinante. 
Esto puede realizarse exponiendo las células a una preparación de lípi- 
dos que penetran la membrana plasmática y aumentan su permeabi- 
lidad al DNA. Alternativamente, se somete a las células a un breve 
impulso eléctrico de varios miles de volts, una técnica que se conoce 
como electroporación que las torna, de manera transitoria, permeables 
al DNA. Por lo general, el DNA del plásmido se añade en concentración 
suficiente como para asegurar que una gran proporción de las células 
cultivadas recibirá, al menos, una copia del DNA plasmídico. Los inves- 
tigadores también han aprovechado los virus para utilizarlos en el la- 
boratorio; los virus pueden ser modificados para que contengan DNA 
de interés, que luego es introducido en células huéspedes simplemente 


infectándolas con el virus recombinante. 


Transfección transitoria El más simple de los dos métodos de expre- 
sión, denominado transfección transitoria, emplea un vector similar 
a los vectores lanzadera de levadura descritos anteriormente. Para su 


uso en células de mamífero, los vectores plasmídicos son modificados 
también para que lleven un origen de replicación derivado de un virus 
que infecta células de mamífero, un promotor fuerte reconocido por 
las RNA polimerasas de mamífero, y el CONA clonado que codifica la 
proteína a ser expresada adyacente al promotor (Pig. AN Una vez 
que el vector plasmídico ingresa en una célula de mamífero, el origen 
de replicación viral le permite replicarse de manera eficiente y generar 
numerosos plásmidos a partir de los cuales se expresa la proteína. Sin 
embargo, durante la división celular, estos plásmidos no son segregados 
fielmente en ambas células hijas y, por un tiempo, una fracción sustan- 
cial de las células en un cultivo no contendrá un plásmido, de allí el 


nombre transfección transitoria. 


Transfección estable (transformación) Si un vector introducido se 


integra en el genoma de la célula huésped, el genoma se altera perma- 


nentemente y, en cuanto a la célula, se dice que está transformada. Es 


muy probable que la integración se logre mediante enzimas de mamí- 
fero que normalmente funcionan en la reparación y la recombinación 
del DNA. Un marcador de selección comúnmente utilizado es el gen 
de la neomicina fosfotransferasa (designado neo"), que confiere resis- 
tencia a un compuesto tóxico químicamente relacionado con la neo- 
micina, conocido como G-418. En la Figura 5-32b, se esquematiza el 
procedimiento básico para la expresión de un cDNA clonado mediante 
transfección estable. Solo aquellas células que han integrado el vector de 
expresión en el cromosoma huésped sobrevivirán y darán origen a un 
clon, en una concentración elevada de G-418. Como la integración se 
produce en sitios aleatorios en el genoma, los clones individuales trans- 
formados resistentes a G-418 diferirán en sus velocidades de transcrip- 
ción del cDNA insertado. Por lo tanto, los transfectantes estables suelen 
rastrearse para identificar aquellos que producen la proteína de interés 
en las concentraciones más elevadas. 


Sistemas retrovirales de expresión Los investigadores han explota- 

do los mecanismos básicos usados por los virus para la introducción 

de material genético en las células animales y posterior inserción en 

el DNA cromosómico para incrementar, en gran medida, la eficiencia 

por la cual un gen modificado puede ser expresado de manera estable 

en células animales. Un ejemplo de uno de estos vectores de expresión 
proviene de una clase de retrovirus conocidos como lentivirus. Como 
se muestra en la Figura 5-33, tres plásmidos diferentes, introducidos 
en las células por transfección transitoria, se utilizan para producir 
partículas de lentivirus recombinantes adecuadas, para la introducción 
eficiente de un gen clonado en células diana de animales. El primer 
plásmido, conocido como vector plasmídico, contiene un gen clonado 
de interés próximo a un marcador de selección como neo", flanqueado 
por secuencias LTR lentivirus. Como se describe en el Capítulo 6, las 
secuencias LTR víricas que dirigen la síntesis de una molécula de RNA 
viral pueden ser copiadas en el DNA mediante transcripción inversa y, 
luego, integrarse al DNA cromosómico. Un segundo plásmido, conoci- 
do como plásmido de empaquetamiento, lleva todos los genes virales, 
excepto para la proteína principal de la envoltura viral, necesaria para 
el empaquetamiento del RNA viral, que contiene los LTR en una partí- 
cula de lentivirus funcional. El plásmido final permite la expresión de 
una proteína de la envoltura viral que, cuando se incorpore a un lenti- 
virus recombinante, permitirá que las partículas virales híbridas resul- 
tantes infecten un tipo deseado de célula diana. Una proteína común 
de la envoltura empleada en este contexto es la glucoproteína del virus 
de la estomatitis vesicular (proteína VSV-G), que rápidamente puede 
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reemplazar la proteína normal de la envoltura del lentivirus sobre la 
superficie de partículas virales completas y permitirá que las partículas 
virales resultantes infecten una variedad de tipos celulares de mamí- 
feros, incluso células madre hematopoyéticas y neuronas, además de 
células hepáticas y musculares. Después de la infección celular, el gen 
clonado, flanqueado por secuencias LTR virales, se transcribe a la inver- 
sa en el DNA, que es transportado hacia el interior del núcleo y luego 
es integrado en el genoma huésped. Si es necesario, como en el caso de 


204 CAPÍTULO 5 + Técnicas genéticas moleculares 


FIGURA EXPERIMENTAL 5-32 La transfección estable y transitoria con 
vectores plasmídicos diseñados especialmente permite la expresión de 
genes clonados en células animales cultivadas. Ambos métodos emplean 
vectores plasmídicos que contienen los elementos usuales -ORI, marcador 
seleccionable (p. ej. amp"), y policonector- que permiten la propagación en 

E. coli y la inserción de un CDNA con un promotor animal adyacente. Por sim- 
plicidad, estos elementos no se describen. (a) En la transfección transitoria, el 
vector plasmídico contiene un origen de replicación para un virus que puede 
replicarse en las células animales cultivadas. Como el vector no se incorpora en 
el genoma de las células cultivadas, la producción de la proteína codificada por 
el cDNA continua solo por un tiempo limitado. (b) En la transfección estable, 

el vector lleva un marcador seleccionable como neo", que confiere resistencia 
a G-418. Como el vector está integrado en el genoma, estas células transfor- 
madas, o transfectadas, continuarán produciendo la proteína codificada por el 
CDNA mientras se mantenga el cultivo. Véase el texto para más detalles. 


la transfección estable, las células con un gen clonado integrado de ma- 
nera estable y el marcador neo" pueden seleccionarse por su resistencia 
a G-418. Muchas de las técnicas para la inactivación de la función de 
genes específicos (véase la Sección 5-5) requieren que una población de 
células cultivadas sea modificada genéticamente de manera simultánea. 
Los lentivirus modificados genéticamente son particularmente útiles, 
ya que infectan células con una eficiencia muy elevada, de manera tal 
que cada célula de una población recibirá, al menos, una copia del plás- 
mido transmitido por el virus. 


Marcado de proteínas y genes. Los vectores de expresión pueden 
aportar una forma de estudiar la expresión y la localización intrace- 
lular de proteínas eucariontes. Este método suele depender del uso de 
una proteína informadora, como la proteína verde fluorescente (GEP), 
que puede ser detectada en las células de manera conveniente. Aquí, 
describimos dos modos de crear un gen híbrido que conecta la expre- 
sión de la proteína informadora a la proteína de interés. Cuando el gen 
híbrido es reintroducido en las células, ya sea por transfección con un 
vector de expresión plasmídico que contiene un gen modificado o por 
creación de un animal transgénico —como se describe en la Sección 
5.5, la expresión de la proteína informadora puede utilizarse para de- 
terminar dónde y cuándo se expresa un gen. Este método proporciona 
datos similares a los experimentos de hibridación in situ descritos an- 
teriormente; pero, a menudo, con una mayor resolución y sensibilidad. 

La Figura 5-34 ilustra el uso de dos tipos diferentes de experimen- 
tos de marcado con GFP para estudiar la expresión de una proteína 
receptora odorante en C. elegans. Cuando el promotor para el receptor 
odorante se une directamente a la secuencia codificante de la GFP en 
una configuración conocida como promotor de fusión, la GFP se ex- 
presa en neuronas específicas y llena el citoplasmas de estas neuronas. 
Por el contrario, cuando el gen híbrido se construye mediante unión 
de la GFP a la secuencia codificante del receptor, la proteína de fusión 
resultante puede localizarse por la fluorescencia de la GFP en los cilios 
distales, en las neuronas sensitivas, el sitio en el cual se localiza normal- 
mente la proteína receptora. 

Una alternativa al marcado con GFP para detectar la localización 
intracelular de una proteína es modificar el gen de interés mediante 
la fusión de éste con una secuencia de DNA corta que codifica un 
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segmento corto de aminoácidos, reconocido por un anticuerpo mo- 
noclonal conocido. Este péptido corto, que puede ser unido por un 
anticuerpo, se denomina epítopo; por ende, este método es conocido 
como marcaje de epítopo. Después de la transfección con un vector 


(a) Fusión de promotor; promotor ODR10 fusionado a GFP 


(b) Fusión de proteína; proteína ODR10-GFP 
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plasmídico de expresión que contiene un gen modificado, puede 
detectarse el marcaje de epítopo expresado de la proteína, mediante 
marcación inmunofluorescente de las células con anticuerpos mono- 
clonales específicos contra el epítopo. La elección de un epítopo corto 
o una GFP para marcar una proteína determinada, a menudo, suele 
depender de los tipos de modificaciones que un gen clonado puede 
tolerar y aún permanecer funcional. 


FIGURA EXPERIMENTAL 5-34 El marcado de proteínas y genes facilita 
la localización celular de proteínas expresadas a partir de genes clona- 
dos. En este experimento, el gen que codifica un receptor odorante químico, 
Odr10, de C. elegans se fusionó a la secuencia génica para la proteína verde 
fluorescente (GFP). (a) Se generó un promotor-fusión al unir la GFP al promotor 
y los primeros cuatro codones de aminoácidos de Odr10, Esta proteína se 
expresa en el citoplasma de neuronas sensitivas específicas, en la cabeza de 

C. elegans. Nótese que el cuerpo celular (flechas punteadas) y las dendritas 
sensitivas (flechas sólidas) están marcadas con fluorescencia. (b) Se construyó 
una proteína-fusión al unir la GFP al final de la secuencia codificante de Odr10 
de longitud completa. En este caso, la proteína-fusión Odr10-GFP se dirige a 
la membrana, en la punta de las neuronas sensitivas, y solo aparentemente, 
en el extremo distal del cilios sensitivos. De la distribución observada puede 
inferirse que reflejan la localización normal de la proteína Odr10 en neuronas 
específicas. Como el promotor-fusión mostrado en (a) carece de la secuencia 
de localización de Odr10, la GFP expresada llena por completo el citoplasma 
de la célula, en lugar de localizarse en la punta distal de los cilios sensitivos. (P 
Sengupta y cols., 1996, Cell 84:899 [derivado de las Figs. 4 y 5),) 
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CONCEPTOS CLAVE de la Sección 5.3 


Uso de los fragmentos de DNA clonados para 
estudiar la expresión génica 


* La transferencia Southern puede detectar un fragmento de DNA es- 
pecífico, único dentro de una mezcla compleja, al combinar la transfe- 
rencia (blotting) de las bandas separadas a un filtro y la hibridación con 
una sonda de DNA radiomarcada complementaria (véase la Fig. 5-26). 
La técnica similar de transferencia Northern detecta un RNA específico 
dentro de una mezcla. 


* La presencia y la distribución de los mRNA específicos pueden detec- 
tarse en las células vivas mediante hibridación in situ. 


* El análisis simultáneo de micromatrices de DNA detecta el nivel rela- 
tivo de expresión de cientos de genes en diferentes tipos de células o en 
las mismas células bajo distintas condiciones (véase la Fig. 5-29). 


* El análisis de grupo de los datos de múltiples experimentos de micro- 
matrices de expresión puede identificar los genes que están regulados 
de un modo similar en diversas condiciones. Estos genes corregulados 
comúnmente codifican proteínas que tienen funciones biológicas re- 
lacionadas. 


* Los vectores de expresión derivados de los plásmidos permiten la pro- 
ducción de cantidades abundantes de una proteína a partir de un gen 
clonado. 


* Los vectores de expresión eucarionte pueden utilizarse para expresar 
genes clonados en células de levadura o de mamífero. Una aplicación 
importante de estos métodos es el marcaje de proteínas con GFP o un 
epítopo para su detección con anticuerpos. 


5.4 Localización e identificación de genes 
de enfermedades humanas 


Las enfermedades humanas hereditarias son las consecuencias 

fenotípicas de genes humanos defectuosos. El Cuadro 5-2 enu- 
mera varias de las patologías hereditarias que se producen comúnmen- 
te. Aunque un gen de “enfermedad” puede ser el resultado de una mu- 
tación nueva que surge en la generación precedente, la mayoría de los 
casos de las enfermedades hereditarias son causados por alelos mutan- 
tes preexistentes que han pasado de una generación a la siguiente, du- 
rante muchas generaciones. M 


El típico primer paso para descifrar la causa de cualquier patología 
humana consiste en identificar el gen afectado y su proteína codifica- 
da. La comparación de las secuencias de un gen de enfermedad y su 
producto con aquellos genes y proteínas cuyas secuencias y funciones 
son conocidas puede proporcionar pistas acerca de las causas molecu- 
lares y celulares de la enfermedad. Históricamente, los investigadores 
han utilizado cualquier pista de fenotipo que podría ser relevante para 
hacer conjeturas acerca de las bases moleculares de las patologías here- 
ditarias. Un primer ejemplo del éxito de las conjeturas fue la hipótesis 
según la cual la anemia falciforme, conocida por ser una enfermedad de 
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los glóbulos rojos, podría ser causada por una hemoglobina defectuosa. 
Esta idea condujo a la identificación de una sustitución de aminoácidos 
específicos en la hemoglobina, que causa polimerización de las molé- 
culas de hemoglobina defectuosa, que produce la deformación falcifor- 
me de los eritrocitos en los individuos que han heredado dos copias del 
alelo Hb* para la hemoglobina de las células falciformes. 

Sin embargo, muy a menudo, los genes causantes de las enferme- 
dades hereditarias deben ser encontrados sin conocimiento previo o 
hipótesis razonable acerca de la naturaleza del gen afectado o su pro- 
teína codificada. En esta sección se verá cómo los genetistas, siguiendo 
la segregación de la enfermedad en las familias, pueden encontrar el 
gen causante de una enfermedad hereditaria. La segregación de la en- 
fermedad puede correlacionarse con la segregación de muchos otros 
marcadores genéticos que, eventualmente, llevan la identificación de la 
posición cromosómica del gen afectado. Esta información, junto con el 
conocimiento de la secuencia del genoma humano, puede —en última 
instancia— permitir que el gen afectado y las mutaciones causantes de 
la enfermedad se establezcan claramente. 


Las enfermedades monogénicas muestran uno de 
los tres patrones de herencia 


Las enfermedades genéticas humanas que resultan de mutaciones en 
un gen específico son denominadas enfermedades monogénicas y exhi- 
ben patrones de herencia diferentes, según la naturaleza y la localiza- 
ción cromosómica de los alelos que las causan. Un patrón característico 
es el exhibido por un alelo dominante en un autosoma (es decir, uno de 
los 22 cromosomas humanos que no es un cromosoma sexual). Debido 
a que un alelo dominante autosómico se expresa en el heterocigoto, en 
general, al menos uno de los progenitores de un individuo afectado 
también tendrá la enfermedad. Suele ser el caso de las patologías causa- 
das por alelos dominantes que aparecen de un modo tardío en la vida, 
después de la edad reproductiva. Si este no fuese el caso, la selección 
natural podría haber eliminado el alelo durante la evolución humana. 
Un ejemplo de enfermedad autosómica dominante es la enfermedad 
de Huntington, una patología neuronal degenerativa que suele mani- 
festarse en la mediana edad o en la edad avanzada. Si cualquiera de los 
progenitores porta un alelo mutante HD, cada uno de sus hijos (inde- 
pendientemente del sexo) tiene el 50% de probabilidad de heredar el 
alelo mutante y estar afectado (Fig. 5-35a). 

Un alelo recesivo en un autosoma exhibe un patrón de segregación 
diferente. Para un alelo autosómico recesivo, ambos progenitores deben ser 
portadores heterocigotos del alelo para que sus hijos corran el riesgo de es- 
tar afectados por la enfermedad. Cada niño de padres heterocigotos tiene 
el 25% de probabilidad de recibir ambos alelos recesivos y, por lo tanto, 
estar afectado; el 50% de probabilidad de recibir un alelo normal y uno 
mutante y, por ende, ser un portador; y el 25% de probabilidad de recibir 
dos alelos normales. Un ejemplo claro de una enfermedad recesiva auto- 
sómica es la fibrosis quística, que resulta de un gen defectuoso del canal de 
cloruro conocido como CEFTR (Fig. 5-35b). Los individuos relacionados 
(p. ej. primos hermanos o primos segundos) tienen una probabilidad re- 
lativamente elevada de ser portadores de ambos alelos recesivos. Así, los 
niños nacidos de padres emparentados presentan una mayor probabili- 
dad de ser homocigotos para un trastorno recesivo autosómico que aque- 
llos nacidos de padres no emparentados, y por lo tanto, estar afectados. 

El tercer patrón común de herencia es la de un alelo recesivo ligado 
al X. Un alelo recesivo en el cromosoma X se expresará más frecuente- 
mente en los varones, que solo reciben un cromosoma X proveniente de 
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un retraso mental, a menos que se siga una dieta restrictiva. 
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sus madres; pero no en las mujeres, que reciben un cromosoma X tanto 
de su madre como de su padre. Esto conduce al patrón de segregación 
distintivo ligado al sexo, en el que la enfermedad se presenta con ma- 
yor frecuencia en los varones que las mujeres. Por ejemplo, la distrofia 
muscular de Duchenne, una patología muscular degenerativa que afecta 
específicamente a los varones, es causada por un alelo recesivo en el cro- 
mosoma X. La distrofia muscular de Duchenne exhibe el típico patrón 
de segregación ligado al sexo en el cual las madres que son heterocigotas 
y, por lo tanto, fenotípicamente normales pueden actuar como porta- 
doras y transmitir el alelo de la distrofia muscular de Duchess y, por 
ende, la enfermedad al 50% de su progenie masculina (Fig. 5-35c). 


Los polimorfismos de DNA se utilizan como 
marcadores para el mapeo por ligamiento de 
mutaciones humanas 


Una vez que se ha determinado el modo de herencia, el siguiente paso 
en la determinación de la posición de un alelo de enfermedad con- 


siste en mapear genéticamente su posición con respecto a los marca- 
dores genéticos conocidos mediante el principio básico de ligamiento 
genético, como se describe en la Sección 5.1. La presencia de muchos 
rasgos genéticos o marcadores ya mapeados, distribuidos en toda la 
longitud de un cromosoma, facilita el mapeo de una mutación nue- 
va: puede evaluarse su posible ligamiento a estos genes marcadores en 
cruzamientos adecuados. Cuantos más marcadores estén disponibles, 
con más precisión podrá mapearse una mutación. La densidad de los 
marcadores genéticos necesarios para un mapa genético humano de 
alta resolución es de alrededor de un marcador cada 5 centimorgans 
(cM) (como se analizó previamente, una unidad de mapa genético o 
centimorgan se define como la distancia entre dos posiciones a lo largo 
de un cromosoma que resulta en un individuo recombinante de cada 
100 de la progenie). Por lo tanto, un mapa genético de alta resolución 
requiere 25 o más marcadores genéticos de posición conocida disemi- 
nados a lo largo de cada cromosoma humano. 

En los organismos experimentales comúnmente usados en los es- 
tudios genéticos, están disponibles numerosos fenotipos fácilmente 
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FIGURA 5-35 Tres patrones de herencia común para las enfermedades 
genéticas humanas. Los cromosomas autosómicos (A) y sexuales (X e Y) de 
tipo silvestre se indican mediante signo más superíndice. (a) En un trastorno 
autosómico dominante, como la enfermedad de Huntington, solo se necesita 
un alelo mutante para conferir la enfermedag. Si cualquier progenitor es 
heterocigoto para el alelo mutante HD, sus hijos tendrán el 50% de posibilida- 
des de heredar el alelo mutante y presentar la enfermedad. (b) En un trastorno 
autosómico recesivo, como la fibrosis quística, dos alelos mutantes deben 

estar presentes para conferir la enfermedad. Ambos progenitores deben ser 
portadores heterocigotos del gen mutante CFTR para que sus hijos tengan el 
riesgo de estar afectados o ser portadores. (c) Una enfermedad recesiva ligada 
al X, como la distrofia muscular de Duchenne, es causada por una mutación 
recesiva en el cromosoma X y exhibe el típico patrón de segregación ligado al 
sexo. Los varones nacidos de madres heterocigotas para un alelo mutante DMD 
tienen el 50% de posibilidades de heredar el alelo mutante y ser afectados. Las 
mujeres nacidas de madres heterocigotas tienen el 50% de posibilidades de ser 
portadoras. 


detectables para el mapeo genético de mutaciones. Este no es el caso 
para el mapeo de genes cuyos alelos están asociados con enfermedades 
hereditarias en los seres humanos. Sin embargo, la tecnología de DNA 
recombinante ha puesto a disposición una gran cantidad de marca- 
dores moleculares útiles basados en el DNA. Debido a que la mayoría 
del genoma humano no codifica proteínas, existe una gran cantidad de 
variaciones de secuencia entre los individuos. En efecto, se estima que 
las diferencias de nucleótidos entre individuos no 


relacionados pue- 
den detectarse, en promedio, cada 103 


nucleótidos. Si estas variaciones 
en la secuencia del DNA, que se denominan polimorfismos de DNA, 
pueden seguirse de una generación a la siguiente, pueden servir como 
marcadores para estudios de ligamiento. En la actualidad, se utiliza un 
panel de tantas como 10* diferentes polimorfismos conocidos, 
localizaciones han sido mapeadas en el genoma humano para est 
de ligamiento genético en los seres humanos. 


cuyas 
udios 
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-36 Los polimorfismos de un solo nucleótido 
(SNP) pueden ser utilizados como marcadores genéticos. Un hipotético 
pedigrí con base en el análisis de SNP del DNA de una región de un cromoso- 
ma. En esta familia, los SNP existen como nucleótidos A, ToC. Cada individuo 
tiene dos alelos: algunos contienen A en ambos cromosomas, y Otros son 
heterocigotas en este sitio. Los círculos indican mujeres; los cuadrados indican 
varones. Azul indica individuos no afectados; anaranjado indica individuos con 


el rasgo característico. El análisis revela que el rasgo se segrega con una C en 
los SNP 


Los polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) constituyen el tipo 
más abundante y útil para la construcción de mapas genéticos de máxi- 
ma resolución (Fig. 5-36). Otro tipo útil de polimorfismo de DNA 
consiste en un número variable de repeticiones de secuencias de una, 
dos, o tres bases. Estos polimorfismos, conocidos como repeticiones de 
secuencia simple (SSR) o microsatélites, presumiblemente estén forma- 
dos por recombinaciones o por un mecanismo de deslizamiento, tanto 
de la hebra molde como de la recién sintetizada durante la replicación 
del DNA. Una propiedad útil de las SSR es que diferentes individuos, a 
menudo, tendrán diferentes números de repeticiones. La existencia de 
múltiples versiones de una SSR hace más probable la producción de un 
patrón de segregación informativo en una estirpe determinada y, por 
ende, será de uso más general en el mapeo de las posiciones de los ge- 
nes de enfermedades. Estos polimorfismos pueden detectarse mediante 
amplificaciones de PCR y secuenciación de DNA. 


Los estudios de ligamiento pueden mapear genes 
de enfermedades con una resolución de alrededor 
de 1 centimorgan 


Sin entrar en todas las consideraciones técnicas, veamos cómo se po- 
dría mapear el alelo que confiere un rasgo dominante particular (p. 
ej., hipercolesterolemia familiar). El primer paso consiste en obtener 
muestras de DNA de todos los miembros de una familia que contiene 
individuos que exhiben la enfermedad. Luego, se analiza el DNA de 
cada individuo afectado y no afectado para determinar la identidad 
de un gran número de polimorfismos de DNA conocidos (pueden 
utilizarse marcadores SSR o SNP). A continuación, se comparan los 
patrones de segregación de cada polimorfismo de DNA, dentro de la 
familia con la segregación de la enfermedad en estudio, para encontrar 
aquellos polimorfismos que tienden a segregarse junto con la enfer- 
medad. Finalmente, el análisis computacional de la información de la 
segregación se emplea para calcular la probabilidad de ligamiento entre 
cada polimorfismo de DNA y el alelo causante de enfermedad. 
En la práctica, se recolectan y se agrupan los datos de segregación 
de diferentes familias que presentan la misma enfermedad. Cuantas 


Generación Nueva mutación Cromosoma 
1 en haplotipo con haplotipo 
particular m diferente 


| Recombinación meiótica 
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FIGURA 5-37 Los estudios de desequilibrio de ligamiento de las pobla- 
ciones humanas pueden utilizarse para mapear genes a alta resolución. 
Una nueva mutación de enfermedad surgirá en el contexto de un cromosoma 
ancestral entre un grupo de polimorfismos conocidos como haplotipo (indi- 
cado por el sombreado rojo). Después de muchas generaciones, los cromoso- 
mas que llevan la mutación de enfermedad también llevarán segmentos de 
haplotipo ancestral que no hayan sido separados de la mutación de enferme- 
dad mediante recombinación. Los segmentos azules de estos cromosomas 
representan haplotipos ancestrales en los cuales surge la mutación original- 
mente. Este fenómeno se conoce como desequilibrio de ligamiento. La posición 
de la mutación de enfermedad puede ser localizada mediante escaneado de 
cromosomas que contengan la mutación de la enfermedad para polimorfs- 
mos altamente conservados correspondientes al haplotipo ancestral. 


más familias exhiban una enfermedad particular que puede ser exa- 
minada, mayor es la significación estadística de evidencia para el liga- 
miento que puede obtenerse y mayor €s la precisión con la cual puede 
medirse la distancia entre el polimorfismo de DNA ligado y un alelo 
de una enfermedad. La mayoría de los estudios familiares tienen un 
máximo de alrededor de 100 individuos en los cuales puede evaluarse 
tre un gen de una enfermedad y un panel de polimor- 
de individuos establece el límite superior 
n aproximadamente 


el ligamiento en 


fismos de DNA. Este número 
en la resolución de un estudio de mapeo e 


1 centimorgan, o una distancia física de 7,5 x 107 pares de bases. | 

Un fenómeno denominado desequilibrio de ligamiento constituye 
la base para una estrategia alternativa, que a menudo puede permitir 
un mayor grado de resolución en los estudios de mapeo. Este ines 
depende de la circunstancia particular en la cual una enfermeda ge- 
nética comúnmente encontrada en una población particular resulta de 
una mutación única que se produjo hace muchas generaciones anterio- 
res. Los polimorfismos de DNA que lleva este cromosoma ancestral se 
conocen colectivamente Como el haplotipo del Socia A medida 
que el alelo es pasado de una generación a la siguiente, solo los poli- 
morfismos que están más cercanos al gen de una enfermedad no se se- 
pararán de este por recombinación. Después de muchas ce 
la región que contiene el gen de la enfermedad se detectará debido a 


práctico 


que éste será la única región del cromosoma que portará el haplotipo 
del cromosoma ancestral conservado a través de muchas generaciones 
(Fig. 5-37). Mediante ensayos de la distribución de marcadores especí- 
ficos en todos los individuos afectados de una población, los genetistas 
pueden identificar marcadores de DNA fuertemente asociados con la 
enfermedad y localizar, de este modo, el gen asociado a una enferme- 
dad en una región relativamente pequeña. En circunstancias ideales, los 
análisis de desequilibrio de ligamiento pueden mejorar la resolución 
de los estudios de mapeo a menos de 0,] centimorgan. El poder de 
resolución de este método proviene de la capacidad para determinar sI 
un polimorfismo y el alelo de enfermedad alguna vez fueron separados 
por un acontecimiento de recombinación meiótica en algún momento 
desde que el alelo de la enfermedad apareció por primera vez en el cro- 
mosoma ancestral; en algunos casos, esto puede equivaler a encontrar 
marcadores que están estrechamente asociados al gen de la enfermedad 
que —incluso después de cientos de meiosis- nunca pueden ser separa- 


dos por recombinación. 


Se requiere un análisis posterior para localizar un 
gen de enfermedad en el DNA clonado 


Aunque el mapeo de ligamiento casi siempre puede localizar un gen de 
enfermedad humana en una región que contiene alrededor de 10? pares 
de bases, pueden localizarse hasta 10 genes diferentes en una región de 
este tamaño. El objetivo final de un estudio de mapeo es localizar el gen 
dentro de un segmento clonado de DNA y, luego, determinar la secuen- 
cia de nucleótidos de este fragmento. En la Figura 5-38, se muestran las 
escalas relativas a un mapa genético cromosómico y a los mapas físicos 
correspondientes a los conjuntos ordenados de clones de plásmidos y 
las secuencias nucleotídicas. 

Una estrategia para localizar posteriormente un gen de enferme- 
dad dentro del genoma es identificar el mRNA codificado por DNA en 
la región del gen en estudio. La comparación de la expresión génica 
entre tejidos de individuos sanos y afectados puede sugerir los teji- 
dos en los cuales normalmente se expresa un gen de una enfermedad 
particular. Por ejemplo, una mutación que afecta fenotípicamente los 
músculos, pero no otros tejidos, podría ser un gen que se expresa solo 
en el tejido muscular. La expresión de mRNA tanto en los individuos 
sanos como afectados, en general, se determina mediante transferen- 
cia Northern, hibridación in situ o experimentos de micromatrices 
que permiten la comparación del nivel de expresión y el tamaño de 
los mRNA en los tejidos mutantes y de tipo silvestre. Aunque la sensi- 
bilidad de la hibridación in situ es menor que la del análisis de trans- 
ferencia Northern, puede ser muy útil para la identificación de un 
mRNA que se expresa a niveles bajos en un tejido determinado, pero 
a niveles muy altos en una subclase de células dentro de ese tejido. Un 
mRNA que está alterado o ausente en varios individuos afectados por 
una enfermedad, en comparación con los individuos de tipo silvestre, 
podría ser un excelente candidato a codificar la proteína cuya función 
interrumpida causa la patología. 

En muchos casos, las mutaciones puntuales que dan origen a los 
alelos causantes de enfermedad pueden ser el resultado de cambios 
no detectables en el nivel de expresión o en la movilidad electroforé- 
tica de los mRNA. Por lo tanto, si las comparaciones entre los mRNA 
expresados en los individuos sanos y afectados no revelan diferencias 
detectables en los mRNA candidatos, se emprende una búsqueda 
de mutaciones puntuales en las regiones de DNA que codifican los 
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FIGURA 5-38 La relación entre los mapas genético y físico de un cromo- 
soma humano. El diagrama describe un cromosoma humano analizado en 
diferentes niveles de detalle. El cromosoma como un todo puede visualizarse 
en el microscopio óptico cuando está en un estado condensado, que se 
produce en la metafase, y puede determinarse la localización aproximada de 
secuencias específicas mediante hibridación in situ con fluorescencia (FISH). 
En el siguiente nivel de detalle, pueden mapearse los rasgos genéticos en 


mRNA. En la actualidad, con los métodos altamente eficientes para la 
secuenciación del DNA disponibles, los investigadores frecuentemen- 
te determinan la secuencia de regiones candidatas de DNA aislado a 
partir de individuos afectados, para identificar mutaciones puntuales. 
La estrategia global consiste en buscar una secuencia codificante que 
evidencie, de manera consistente, posibles alteraciones deletéreas en 
el DNA de los individuos que exhiben la enfermedad. Una limitación 
de este enfoque radica en que la región cercana al gen afectado puede 
llevar naturalmente polimorfismos no relacionados al gen de interés. 
Tales polimorfismos, no relacionados funcionalmente con la enfer- 
medad, pueden conducir a la identificación errónea del fragmento de 
DNA que lleva el gen de interés. Por esta razón, cuantos más alelos 
mutantes estén disponibles para el análisis, más probable será la iden- 
tificación correcta de un gen. 
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repeticiones de secuen- 
cia simple SSR 


relación con marcadores genéticos basados en DNA. Los segmentos locales del 
cromosoma pueden analizarse a nivel de la secuencia de DNA identificada por 
hibridación Southern o PCR. La mayoría de las diferencias genéticas impor- 
tantes pueden definirse con precisión mediante diferencias en la secuencia 
nucleotídica del DNA cromosómico. (Adaptado de L. Hartwell y cols,, 2003, Genetics: From 
Genes to Genomes, 2d ed., McGraw-Hill.) 


Muchas enfermedades hereditarias son el resultado 
de múltiples defectos genéticos 


La mayoría de las enfermedades hereditarias humanas, que actual- 
mente se comprenden a nivel molecular, son enfermedades monogé- 
nicas; es decir, se produce un estado de enfermedad claramente discer- 
nible por un defecto en un único gen. Las enfermedades monogénicas 
causadas por una mutación en un gen específico exhiben uno de los 
patrones de herencia característicos que se muestran en la Figura 5-35. 
Los genes asociados con la mayoría de las enfermedades monogéni- 
cas ya han sido mapeados con el uso marcadores basados en el DNA» 
como se describió anteriormente. 

Sin embargo, muchas otras patologías hereditarias muestran patro” 
nes de herencia más complicados y tornan dificultosa la identificación 


de la causa genética subyacente. Un tipo de complejidad añadida, que 
ve encuentra con frecuencia, es la heterogeneidad genética. En esos ca- 
sos, las mutaciones en cualquiera de los múltiples genes diferentes pue- 
den causar la misma aa Por ejemplo, la retinitis pigmentosa, 
caracterizada por la degeneración de la retina y que suele conducir a la 
ceguera, puede ser causada por mutaciones en cualquiera de más de 60 
genes diferentes. En le estudios de ligamiento humano, por lo general, 
la información de múltiples familias debe combinarse para determinar 
si existe un ligamiento significativo, desde el punto de vista estadístico, 
entre un gen de la enfermedad y los marcadores moleculares conoci- 
dos. La heterogenicidad genética como la exhibida por la retinitis pig- 
mentosa puede desconcertar esta metodología debido a que cualquier 
tendencia estadística en la información del mapeo de una familia tien- 
de a ser anulada por la otra familia, con un gen causal no relacionado. 

Los especialistas en genética humana utilizan dos enfoques diferen- 
tes para identificar los numerosos genes asociados con la retinitis pig- 
mentosa. El primer enfoque se basa en los estudios de mapeo en familias 
excepcionalmente grandes que contienen el suficiente número de indi- 
viduos afectados como para proveer evidencia estadísticamente signifi- 
cativa para el ligamiento entre los polimorfismos de DNA y el único gen 
causal. Los genes identificados mediante estos estudios muestran que di- 
versas mutaciones que causan retinitis pigmentosa se encuentran dentro 
de genes que codifican proteínas abundantes de la retina. Siguiendo esta 
pista, los genetistas concentraron su atención en aquellos genes que más 
se expresan en la retina cuando se analizan otros individuos con retinitis 
pigmentosa. Este método según el cual se emplea información adicional 
para centrar los esfuerzos de búsqueda en un subgrupo de genes can- 
didatos conduce a la identificación de mutaciones causales adicionales 
raras en muchos genes diferentes que codifican proteínas de la retina. 

Una complicación adicional en la disección genética de las en- 
fermedades humanas es mostrada por la diabetes, las enfermedades 
coronarias, la obesidad, la predisposición al cáncer y una variedad de 
trastornos mentales que tienen, al menos, alguna propiedad heredable. 
Estas y muchas otras pueden ser consideradas enfermedades poligénicas, 
ya que los alelos de múltiples genes que actúan juntos en un individuo 
contribuyen tanto a la aparición como a la gravedad de la enfermedad. 
Uno de los problemas más significativos y desafiantes de la genética hu- 
mana actual es cómo mapear de forma sistemática rasgos poligénicos 
complejos en los seres humanos. 

Uno de los métodos más prometedores para estudiar enfermeda- 
des que exhiben heterogenicidad genética o son poligénicas consiste en 
buscar una correlación estadística entre la herencia de una región par- 
ticular de un cromosoma y la propensión a padecer una enfermedad, 
con el uso un procedimiento conocido como estudio de asociación del 
genoma completo. La identificación de genes causantes de enferme- 
dad, mediante este estudio, se basa en el fenómeno de desequilibrio de 
ligamiento descrito anteriormente. Si un alelo que causa o incluso pre- 
dispone a un individuo a una enfermedad se produjo en un momento 
relativamente reciente durante la evolución humana, el alelo causante 
de la enfermedad tenderá a permanecer asociado con un conjunto par- 
ticular de marcadores basados en el DNA, en la vecindad de su locali- 


zación cromosómica. Al examinar una gran cantidad de marcadores 


de DNA en poblaciones de individuos que presentan una enfermedad 


particular, como así también en poblaciones control de individuos que 
, 


no padecen la enfermedad, las regiones cromosómicas que tienden a 
correlacionarse con la aparición de la enfermedad pueden identificarse 
por medio del estudio de asociación del genoma completo. La secuen- 
ciación genómica y Otros métodos pueden, posteriormente, ser usados 


para identificar posibles mutaciones causantes de enfermedad en estas 
regiones. A pesar de que el estudio de asociación del genoma completo 
puede ser una herramienta útil para identificar genes candidatos de 
enfermedades, se requiere mucho trabajo adicional para determinar de 
qué manera un individuo que lleva una mutación particular podría 
estar predispuesto a la enfermedad. 

Los modelos de enfermedades humanas en organismos experimen- 
tales pueden también contribuir a desentrañar la genética de los rasgos 
complejos, como obesidad y diabetes. Por ejemplo, los experimentos de 
cruzamientos controlados a gran escala en ratones pueden identificar 
los genes murinos asociados con enfermedades análogas en los seres 
humanos. Los ortólogos humanos de los genes murinos, identificados 
en estos estudios, podrían ser candidatos a su implicación en la co- 
rrespondiente enfermedad humana. El DNA de poblaciones humanas 
podría, entonces, ser analizado para determinar si alelos particulares de 
los genes candidatos muestran una tendencia a estar presentes en los 
individuos afectados por la enfermedad, pero ausentes en quienes no 
están afectados. Este enfoque de “gen candidato” está siendo utilizado 
en la actualidad para buscar genes que puedan contribuir a las princi- 
pales enfermedades poligénicas en los seres humanos. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 5.4 


Localización e identificación de genes de 
enfermedades humanas 


* Las enfermedades hereditarias y otros rasgos en los seres humanos 
muestran tres patrones principales de herencia: autosómico dominan- 
te, autosómico recesivo y recesivo ligado al X (véase la Fig. 5-35). 


* Los genes de las enfermedades humanas y otros rasgos pueden ser ma- 
peados, para determinar su cosegregación durante la meiosis, con marca- 
dores cuya localización en el genoma es conocida. Cuanto más cerca está 
un gen de un marcador particular, más probable es que se cosegreguen. 


* El mapeo de los genes humanos con gran precisión requiere miles de 
marcadores moleculares distribuidos a lo largo de los cromosomas. Los 
marcadores más útiles son diferencias en la secuencia de DNA (polimor- 
fismos) entre los individuos, en las regiones no codificantes del genoma. 


* Los polimorfismos de DNA útiles en el mapeo de genes humanos 


incluyen polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) y repeticiones de 
secuencia simple (SSR). 


* El mapeo de ligamiento, por lo general, puede localizar un gen de una 
enfermedad humana en una región cromosómica que incluye tanto 
como 10 genes. Para identificar el gen de interés dentro de esta región 
candidata, típicamente se requiere el análisis de expresión y la com- 


paración de secuencias de DNA entre los individuos normales y los 
afectados por enfermedad. 


* Algunas enfermedades hereditarias pueden ser el resultado de muta- 
ciones en diferentes genes en distintos individuos (heterogeneidad ge- 
nética). La presentación y la gravedad de otras enfermedades dependen 
de la presencia de alelos mutantes de múltiples genes en los mismos 
individuos (rasgos poligénicos). El mapeo de los genes asociados con 
estas enfermedades puede lograrse mediante hallazgo de una correla- 
ción estadística entre la enfermedad y una localización cromosómica 
particular en un estudio de asociación del genoma completo. 
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cida. Como se analiza en el Capítulo 6, las funciones e las 
proteínas, identificadas por búsquedas de secuencia, a pa ecirse 
por analogía con proteínas conocidas. Sin embargo, las Gion pre 

cisas in vivo de esas proteínas “nuevas pueden ser inciertas en ad 
cia de formas mutantes de los genes correspondientes. En esta sección, 
se describen diversas formas de interrumpir la función normal de un 
ífico en el genoma de un organismo. El análisis del fenotipo 
buir a revelar la función in vivo del gen 


n los últimos 


gen espec 
mutante resultante suele contri 
normal y su proteína codificada. 

Tres enfoques básicos subyacen a estas técnicas de inactivación de 


genes: (1) reemplazo de un gen normal con otras secuencias, (2) intro- 
ducción de un alelo cuya proteína codificada inhibe el funcionamiento 
de la proteína normal expresada y (3) promoción de la destrucción del 
mRNA expresado a partir de un gen. El gen endógeno normal es mo- 
dificado mediante técnicas basadas en el primer enfoque, pero no es 
modificado en los otros dos. 


Los genes normales de levadura pueden 
reemplazarse con alelos mutantes por 
recombinación homóloga 


Modificar el genoma de la levadura S. cerevisiae es particularmente fá- 
cil por dos razones: las células de levadura incorporan rápidamente el 
DNA exógeno en ciertas condiciones, y el DNA introducido es inter- 
cambiado eficientemente por el sitio cromosómico homólogo en la cé- 
lula receptora. Esta recombinación específica y focalizada de segmentos 
idénticos de DNA permite que cualquier gen en los cromosomas de 
levadura sea reemplazado con un alelo mutante. (Como se analizó en la 
Sección 5.1, la recombinación entre cromosomas homólogos también 
se produce durante la meiosis.) 

En un método muy difundido para la interrupción de genes de 
levadura de esta manera, se usa PCR para generar una construcción 
interrumpida que contiene un marcador seleccionable que subsecuen- 
temente es transfectado a las células de levadura. Como se muestra en 
la Figura 5-39a, los cebadores para la amplificación por PCR del mar- 
cador seleccionable se diseñan para incluir alrededor de 20 nucleóti- 
dos idénticos, con secuencias que flanquean al gen de levadura a ser 
reemplazado. La construcción amplificada resultante abarca el marca- 
dor seleccionable (p. ej., el gen kanMX que, al igual que neo", confie- 
re resistencia a G-418) flanqueada por cerca de 20 pares de bases que 
se aparean en los extremos del gen diana de levadura. Las células de 
levadura diploides transformadas, en las cuales una de las dos copias 
del gen endógeno diana ha sido reemplazada por la construcción in- 
terrumpida, son identificadas por sus resistencias a G-418 u otro fe- 
notipo seleccionable. Estas células diploides heterocigotas de levadura, 
en general, crecen con normalidad independientemente de la función 
del gen diana, pero la mitad de las esporas haploides derivadas de estas 
células llevarán solo los alelos interrumpidos (Fig. 5-39b). Si un gen es 
esencial para la viabilidad, las esporas que llevan un alelo interrumpido 
no sobrevivirán. 
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-39 La recombinación homóloga con cons- 
trucciones interrumpidas transfectadas puede inactivar genes diana 
específicos en la levadura. (a) Una construcción adecuada para interrumpir 
un gen diana puede prepararse por PCR. Cada uno de los dos cebadores 
diseñados para este propósito contiene una secuencia de alrededor de 20 
nucleótidos (nt), que es homólogo a un extremo del gen de levadura diana, 
como asi también de las secuencias necesarias para amplificar un segmento de 
DNA que lleva un gen marcador seleccionable como kanMX, que confiere re- 
sistencia a G-418. (b) Cuando las células de Saccharomyces diploides receptoras 
son transformadas mediante la construcción con el gen interrumpido, la re- 
combinación homóloga entre los extremos de la construcción y las secuencias 
cromosómicas correspondientes integrarán el gen kanMX en el cromosoma, lo 
que reemplaza la secuencia génica diana. Las células diploides recombinantes 
crecerán en un medio que contiene G-418, mientras que las células no trans” 
formadas no lo harán. Si el gen diana es esencial para la viabilidad, la mitad de 
las esporas haploides que se forman después de la esporulación de las células 
diploides recombinantes no serán viables. 


La interrupción de los genes de levadura mediante este método 


| | a asignación de funciones de proteínas 
identificadas por el análisis de la secuencia de DNA genómica com- 
pleta (véase el Capítulo 6). Un gran grupo de investigación científica 
reemplazó cada uno de los aproximadamente 6 000 genes identifica- 
dos por medio de este análisis con la construcción interrumpida de 
kanMX y determinaron qué interrupciones de genes conducen a las 
esporas haploides. Estos análisis demostraron que aproximadamente 
4 500 de los 6 000 genes de levadura no son necesarios para la viabi- 
lidad, una cantidad inesperadamente grande de genes aparentemente 
no esenciales. En algunos casos, la interrupción de un gen particular 
puede dar lugar a defectos sutiles que no comprometen la viabilidad 
de las células de levadura que crecen en condiciones de laboratorio. 
Alternativamente, las células que llevan un gen interrumpido pueden 
ser viables debido al funcionamiento de respaldo o a las vías compen- 
satorias. Para investigar esta posibilidad, los genetistas especialistas 
en levaduras actualmente investigan mutaciones letales sintéticas que 


podrían revelar genes no esenciales con funciones redundantes (véase 
la Fig. 5-9c). 


es particularmente útil para | 


La transcripción de genes ligados a un promotor 
regulado puede controlarse experimentalmente 


Aunque la interrupción de un gen esencial requerido para el creci- 
miento celular producirá esporas no viables, este método proporcio- 
na poca información acerca de lo que la proteína codifica, en realidad, 
en las células. Para aprender más acerca de cómo un gen específico 
contribuye al crecimiento y la viabilidad celular, los investigadores 
deben ser capaces de inactivar selectivamente el gen en una pobla- 
ción de células en crecimiento. Un método para realizar esto consiste 
en utilizar un promotor regulado para apagar, de modo selectivo, la 
transcripción de un gen esencial. 

Un promotor útil para este propósito es el promotor GAL1 de 
levadura, que está activo en las células que crecen en galactosa, pero 
completamente inactivo en las células que crecen en glucosa. En este 
enfoque, la secuencia que codifica un gen esencial (X) ligado al pro- 
motor GAL1 se inserta en un vector lanzadera (véase la Fig. 5-17a). 
A continuación, se introduce el vector recombinante en células ha- 
ploides de levadura en las cuales el gen X en el vector se expresa en 
presencia de galactosa. Cuando las células se transfieren a un medio 
que contiene glucosa, el gen X ya no se transcribe más; a medida que 
las células se dividen, la cantidad de proteína X codificada disminuirá 
hasta alcanzar, eventualmente, un estado de agotamiento que imita 
una mutación con pérdida de función completa. Los cambios E 
vados en el fenotipo de estas células, después de cambiar el medio 


por glucosa, pueden sugerir qué procesos celulares dependen de la 


Í i ncial. 
roteína codificada por el gen X ese 
: En una aplicación temprana de éste método, los investigadores 


exploraron la función de los genes HEsc7O citosólicos en E 
células haploides con una interrupción en los cuatro genes re vc 
tes fueron no viables, a menos que estas células llevaran un ES hr 
contiene una copia del gen Hsc70, que podría ser scan Se 
de promotor GALI en un medio con galactosa. En la Pa eserecen 
glucosa, las células que llevan el vector o ae eja deis de 
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primera evidencia para la inesperada función de la proteína Hsc70 en 
el traslado de las proteínas secretoras al interior del RE, un proceso que 
se describe en detalle en el Capítulo 13. 


Genes específicos pueden ser inactivados de forma 
permanente en la línea germinal de ratones 


Muchos de los métodos para la interrupción de genes en levadu- 
ra pueden aplicarse a los genes de los eucariontes superiores. Estos 
genes alterados pueden introducirse en la línea germinal a través 
de recombinación homóloga para producir animales con un gen 
inactivado (knockout). Los ratones con inactivación de genes, en 
los cuales se interrumpe un gen específico, constituyen un sistema 
experimental poderoso para el estudio del desarrollo, del compor- 
tamiento y la fisiología de mamíferos. También son útiles para el 
estudio de las bases moleculares de ciertas enfermedades genéticas 
humanas. 

Los ratones con inactivación dirigida de genes se generan a tra- 
vés de un procedimiento de dos etapas. En la primera etapa, una 
construcción de DNA que contiene un alelo interrumpido de un gen 
diana particular es introducido en células madre embrionarias (ES). 
Estas células, que derivan de los blastocitos, pueden crecer en cultivos 
a través de muchas generaciones (véase la Fig. 21-7). En una pequeña 
fracción de células transfectadas, el DNA introducido sufre recombi- 
nación homóloga con el gen diana, aunque la recombinación en sitios 
cromosómicos no homólogos se produce con mayor frecuencia. Para 
seleccionar las células en las cuales se produce la inserción dirigida 
por gen homólogo, la construcción de DNA recombinante introduci- 
do en las células madre embrionarias necesita incluir dos genes mar- 
cadores seleccionables (Fig. 5-40). Uno de estos genes (neo"), que con- 
fiere resistencia a G-418, se inserta dentro del gen (X) diana, el que es 
interrumpido. El otro gen seleccionable, el gen de la timidina cinasa a 
partir del virus del herpes simple (tkH5Y), se inserta en la construcción 
fuera de la secuencia del gen diana. Las células madre embrionarias 
que sufren recombinación entre la construcción de DNA y el sitio 
homólogo en el cromosoma contendrán el neo”, pero no incorpora- 
rán tk*9Y, Como tk5Y confiere sensibilidad al nucleótido citotóxico 
análogo al ganciclovir, las células madre embrionarias recombinantes 
pueden ser seleccionadas por su capacidad de sobrevivir en presencia 
tanto de G-418 como de ganciclovir. En estas células, un alelo del gen 
X se interrumpirá. 

En la segunda etapa, en la producción de ratones con inactiva- 
ción de genes, las células madre embrionarias heterocigotas, para una 
mutación inactivante en el gen X, son inyectadas en un receptor de 
blastocisto murino de tipo silvestre, que luego es transferido a un ra- 
tón hembra seudopreñado subrogante (Fig. 5-41). Las progenies re- 
sultantes serán quimeras que contendrán tejidos derivados de ambas 
células madre embrionarias trasplantadas y de las células huésped. 
Si las células madre embrionarias también son homocigotas para un 
marcador visible (p. ej., color del pelaje), la progenie quimérica en 
la que sobrevivieron las células madre embrionarias puede identifi- 
carse fácilmente. Después, los ratones quiméricos son apareados con 
ratones homocigotos para otro alelo del rasgo marcador, con el fin de 
determinar si la mutación inactivante se incorpora a la línea germi- 
nal. Finalmente, con el apareamiento de los ratones, cada heterocigoto 


para el alelo inactivado, producirá progenie homocigota para la mu- 
tación inactivante. 
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(amarillo), el gen de la timidina Cinasa del virus del herpes simple. 
La timidina cinasa viral, a diferencia de la enzima endógena del ratón, puede 
convertir el análogo de nucleótidos ganciclovir en la forma monofosfato; este 
es modificado a la forma trifosfato, que inhibe la replicación celular del DNA en 
las células ES. Ahí, el ganciclovir es citotóxico para las células recombinantes ES 
que portan el gen tk'*”. La inserción no homóloga incluye el gen tk, mientras 
que la inserción homóloga no lo contiene; por lo tanto, solo las células con una 
inserción no homóloga son sensibles al ganciclovir. (b) Se seleccionan células 
recombinantes mediante el tratamiento con G-418, dado que las células 

que no pueden tomar DNA o integrarlo en su genoma son sensibles a este 
compuesto citotóxico. Las células recombinantes supervivientes se tratan con 
ganciclovir. Solo sobrevivirán las células con la alteración deseada en el gen X, y 
por lo tanto carentes de tk'*" y su toxicidad acompañante. (Véase S.L. Manosour y cols, 


1988, Nature, 336:348.) 


mología, 14 


El desarrollo de ratones con inactivación de genes que imitan 

ciertas enfermedades humanas puede ilustrarse con la fibrosis 
quística. Mediante métodos analizados en la Sección 5.4, la mutación 
recesiva que causa esta enfermedad finalmente se demostró que estaba 
localizada en un gen conocido como CFTR, que codifica un canal de 
cloruro. Con el uso del gen CFTR humano de tipo silvestre, los investi- 
gadores aislaron el gen murino homólogo y, posteriormente, introdu- 
jeron mutaciones en éste. La técnica de inactivación de genes luego se 
utilizó para producir ratones mutantes, que mostraron síntomas (p. ej., 
un fenotipo), incluso perturbaciones en el funcionamiento de células 
epiteliales, similares a las de los seres humanos con fibrosis quística. 
Estos ratones con inactivación de genes están siendo utilizados en la 
actualidad como un sistema modelo para estudiar esta enfermedad y el 
desarrollo de terapias efectivas. IM 


La recombinación de células somáticas puede 
inactivar genes en tejidos específicos 


Los investigadores suelen estar interesados en analizar los efectos de las 
mutaciones inactivantes en un tejido particular del ratón, en un estadio 
específico del desarrollo o en ambos. Sin embargo, los ratones que lle- 
van una inactivación en la línea germinal pueden presentar defectos en 
numerosos tejidos o morir antes del estadio del desarrollo de interés. 
Para abordar esta cuestión, los genetistas han ideado una técnica inge- 
niosa para inactivar genes diana en tipos específicos de células somáti- 
cas o en momentos particulares durante el desarrollo. 

Esta técnica utiliza los sitios de recombinación del DNA (denomi- 
nados sitios loxP) y la enzima Cre, que cataliza la recombinación en- 
tre ellos. El sistema de recombinación loxP-Cre deriva del bacteriófago 
Pl, pero este sistema de recombinación en un sitio específico también 
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funciona cuando se lo coloca en células murinas. Una característica 
esencial de esta técnica es que la expresión de Cre está controlada por 
un promotor específico de tipo de célula. En los ratones loxP-Cre gent- 
rados por el procedimiento descrito en la Figura 5-42, la inactivación 
del gen de interés (X), se produce solo en las células en las cuales el 
promotor que controla el gen cre está activo. 

Una aplicación temprana de esta técnica proporciona fuerte evi- 
dencia de que un receptor neurotransmisor particular es importante 
para el aprendizaje y la memoria. Estudios farmacológicos y fisiológicos 
anteriores habían indicado que el aprendizaje normal requiere la clase 
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-41 Las células madre embriona 
gotas para un gen interrumpido son utilizadas para 
inactivados con respecto a un gen diana. 


rias heteroci- 
producir ratones 
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arias heterocigotas para una mutación inactivante (Knockout) 
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tagut, pelaje color marrón, A) 


en un gen 

lo dominante de un gen marcador 
son trasplantadas a una cavidad del blastocele 
de embriones de 4,5 días, que son homocigotos para un alelo recesivo del j 
marcador (aquí, color de pelaje negro, a). Paso El los embriones tempranos 
luego son implantados en una hembra seudopreñada. Toda la progenie que 
contiene células derivadas de células madre embrionarias son quimeras 
indicadas por sus pelajes marrón y negro, Paso El los ratones quiméricos luego 
son cruzados nuevamente con ratones negros; la progenie marrón, a partir de 
este cruzamiento, tiene células derivadas de células madre embrionarias en la 
línea germinal. Pasos EHH el análisis de DNA aislados a Partir de una pequeña 
cantidad de tejido de cola puede identificar los ratones marrones heterocigo- 
tos para el alelo inactivado. Los intercruzamientos de estos ratones producen 


algunos individuos homocigotos para el alelo interrumpido, es decir, ratones 
inactivados. (Adaptado de M.R Capecchi, 1989, Trends Genet 5 70) 


Y. 


NMDA de receptores glutamato en el hipocampo, una región del cere- 
bro. Pero los ratones en los cuales el gen que codifica una subunidad 
del receptor NMDA fue inactivado murieron en el período neonatal, 
lo que excluye el análisis de la función del receptor en el aprendizaje. 
Siguiendo el protocolo en la Figura 5-42, los investigadores generaron 
ratones en los cuales el gen de la subunidad del receptor estaba inacti- 
vado en el hipocampo, pero se expresaba en otros tejidos. Estos ratones 
sobrevivieron hasta la edad adulta y mostraron defectos de aprendizaje 
y en la memoria, lo que confirma la función de estos receptores en la 
capacidad de los ratones para codificar sus experiencias en la memoria. 


Los alelos dominantes negativos pueden inhibir 
funcionalmente algunos genes 


En los organismos diploides, como se mencionó en la Sección 5.1, el 
efecto fenotípico de un alelo recesivo se expresa solo en los individuos 
homocigotos, mientras que los alelos dominantes se expresan en los 
heterocigotos. Así, un individuo debe llevar dos copias de un alelo re- 
cesivo, pero solo una copia del alelo dominante, para exhibir los fe- 
notipos correspondientes. Hemos visto cómo las cepas minnas que 
son homocigotas para una mutación inactivante determinada pueden 
producirse por cruzamientos de individuos que son heterocigotos para 
la misma mutación inactivante (véase la Fig. 5-41). Sin embargo, para 
los experimentos con células animales cultivadas, suele ser difícil in- 
terrumpir ambas copias de un gen con el fin de producir un fenotipo 
mutante. Más aún, la dificultad en la producción de cepas con ambas 
copias de un gen mutado suele agravarse por la presencia de genes re- 
lacionados de función similar, que también deben ser inactivados para 
revelar un fenotipo observable. 

Para ciertos genes, las dificultades en la producción de mutantes 
ivados pueden evitarse mediante el uso de un alelo 
nte negativa. Estos alelos son genética- 
ducen un fenotipo mutante incluso en 
o silvestre del gen. Sin embargo, a di- 
minantes, los alelos dominantes ne- 
lente al de pérdida de la función. 


homocigotos inact : 
que lleve una mutación domina 
mente dominantes; es decir, pro: 
células que llevan una copia de tip 
ferencia de otros tipos de alelos do 
gativos producen un fenotipo equiva 


lulas células madre embrionarias en un blastocisto 


»w Se inyectan células ES en la cavidad 
MW blastocele de los embriones tempranos 


Ratón marrón 
(A/A, X-/X+) 


Ratón negro 
lala, X*/X*) 


Blastocistos de 4-5 días 
Tansferencia quirúrgica de embriones 
E | dentro de hembras seudopreñadas 


E» 


Madre subrogante 


Posible 
progenie 
Quimérico Negro 


Se seleccionan ratones quiméricos 
para cruzas con ratones negros 
de tipo silvestre 


Xx 


Todas las células 
germinales: germinales: 
A/X+*; A/X"; a/X+ a/X+* 


Célula ES derivada de la 
progenie será marrón 


E e Qe 


A/a, X*/X* A/a, X-/X* a/a, X*/X* 


Posibles células 


Progenie de célula ES derivada 
de células germinales 


Búsqueda de DNA de progenie 
É! | marrón para identificar 
heterocigotos X-/X* 
Apareamiento de 
heterocigotos X”/X*+ 


Búsqueda de DNA en la progenie 
para identificar homocigotos X-/X- 


Aopo 


Ratones inactivados 


Se han identificado los alelos dominantes útiles para una variedad 
de genes y pueden introducirse en células cultivadas mediante trans- 
fección en la línea germinal de ratones u otros organismos. En ambos 
casos, el gen introducido se integra en el genoma por medio de re- 
combinación no homóloga. Estos genes insertados de manera aleatoria 
se denominan transgenes; las células u organismos que los llevan se 
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FIGURA EXPERIMENTAL 5-42 El sistema de recombinación loxP-Cre 
puede inactivar genes en tipos celulares específicos. Un sitio loxP (púrpu- 
ra) se inserta a cada lado del exón 2 esencial del gen X diana (azul) mediante 
recombinación homóloga, lo que produce un ratón loxP. Puesto que los sitios 
loxP están en los intrones, no interrumpen la función de X. El ratón Cre lleva un 
alelo inactivado del gen X y un gen cre introducido (anaranjado) del bacteriófa- 
go P1 unido a un promotor específico del tipo de célula (amarillo). El gen cre se 
incorpora en el genoma murino mediante recombinación no homóloga y no 
afecta la función de otros genes. En los ratones loxP-Cre que resultan del cruza- 


llaman transgénicos. Los transgenes que llevan un alelo dominante ne- 
gativo son modificados de manera tal que el alelo es controlado por un 
promotor regulado, lo que permite la expresión de la proteína mutante 
en tejidos diferentes, en distintos momentos. Como se mencionó ante- 
riormente, la integración aleatoria del DNA exógeno mediante recom- 
binación no homóloga se produce a una frecuencia mucho más alta 
que la inserción a través de recombinación homóloga. Debido a este 
fenómeno, la producción del ratón transgénico es un proceso directo y 
eficiente (Fig. 5-43), 
Entre los genes que pueden inactivarse funcionalmente median- 
te introducción de un alelo dominante negativo, están aquellos que 
codifican pequeñas proteínas de unión a GTP, pertenecientes a la su- 
perfamilia de las GTPasa. Como se describirá en varios capítulos más 
adelante, estas proteínas (Ras, Rac y Rab) actúan como interruptores 
intracelulares. La conversión de las pequeñas GTPasas del estado in- 
activo con GDP unido en un estado activo con GTP unido depende 
de su interacción con un factor intercambiador de guanina (GEF) co- 
rrespondiente. Una pequeña GTPasa mutante que se une permanen- 
temente a la proteína GEF bloqueará la conversión del tipo silvestre 
endógeno de GTPasas del estado GTP unido, impidiéndoles llevar a 
cabo su función de interruptor (Fig. 5-44), 
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miento, la proteína Cre se produce solo en aquellas células en las cuales el pro- 
motor está activo. Por lo tanto, estas solo son células en las cuales se produce 
la recombinación entre los sitios loxP catalizados por Cre, lo que conduce a la 
deleción del exón 2. Como el otro alelo es un gen X constitutivo inactivado, la 
deleción entre los sitios loxP da como resultado la pérdida de función completa 
del gen Xen todas las células que expresan Cre. Mediante el uso de diferentes 
promotores, los investigadores pueden estudiar los efectos de la inactivación 
del gen Xen diversos tipos de células. 


La interferencia del RNA causa inactivación génica 
mediante destrucción del mRNA correspondiente 


El fenómeno conocido como interferencia de RNA (RNAI) es, tal vez, 
el método más directo para inhibir la función de genes específicos. Este 
enfoque es técnicamente más simple que los métodos descritos ante- 
riormente para interrumpir genes. Como se observó por primera vez 
en el gusano C. elegans, el RNAI se refiere a la capacidad de un RNA de 
doble hebra para bloquear la expresión de sus mRNA de simple hebra 
correspondientes, pero no los mRNA con secuencias diferentes. 
Como se describirá en el Capítulo 8, el fenómeno de RNAI se basa 
en la capacidad general de las células eucariontes de escindir el RNA 
de doble hebra en cortos segmentos de doble hebra (23 nt) conocidos 


como RNA de interferencia pequeño o RNA inhibidor pequeño (siR- 
NA). La RNA endonucleasa que cataliza esta reacció 


Dicer, se encuentra en todos los metazoos, 
más simples, 
pueden causa 
cidente, 


n, conocida como 
pero no en los eucariontes 
como las levaduras. Las moléculas de siRNA, a su vez, 
r Un Corte de las moléculas de mRNA de secuencia coin- 
en una reacción catalizada por un complejo proteico conocido 
como RISC. RISC media el reconocimiento y la hibridación entre una 
hebra del siRNA y su secuencia complementaria en el mRNA diana; 


fa ANIMACIÓN TÉCNICA: Creación de un ratón transgénico 
VIDEO DE ANIMACIÓN: DNA inyectado en un pronúcleo de un cigoto murino 


FIGURA EXPERIMENTAL 5-43 Los ratones transgénicos se producen 
mediante integración de un gen foráneo en la línea germinal murina. 

El DNA foráneo inyectado en uno de los dos pronúcleos (los núcleos haploides 
femenino y masculino aportados por los progenitores) tiene una alta probabili- 
dad de integrarse al azar en los cromosomas de los cigotos diploides. Como un 
transgen se integra en el genoma receptor mediante recombinación no homó- 
loga, no interrumpe los genes endógenos, (Véase R L. Brinster y cols, 1981, Cell 27.233) 


después, las nucleasas específicas del complejo RISC segmentan el hí- 
brido RNA-siRNA. Este modelo explica la especificidad de la RNAI, 
puesto que depende del apareamiento de bases y de su potencia para 
silenciar la función génica, ya que se destruye en forma permanente 
el RNA complementario por degradación nucleotídica. La función 
normal de Dicer y RISC es permitir la regulación de genes mediante 
moléculas de RNA endógeno, conocidas como micro-RNA o miRNA. 

Los investigadores aprovechan la vía de los micro-RNA para si- 
lenciar, de manera intencional, un gen de interés mediante el uso de 
cualquiera de los dos métodos generales para generar los siRNA de 
secuencia definida. En el primer método, se produce un RNA de do- 
ble hebra correspondiente a la secuencia del gen diana por medio de 
transcripción in vitro de las copias, en sentido y antisentido de esta 
secuencia (Fig. 5-45). 
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FIGURA 5-44 Inactivación de la función de una GTPasa del tipo silvestre 
mediante la acción de un alelo mutante dominante negativo. | 2; Peque 
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Este dsRNA se inyecta en la gónada de un gusano adulto, donde 
es convertido en siRNA por la Dicer en los embriones en desarrollo. 
En conjunto con el complejo RISC, las moléculas siRNA hacen que las 
moléculas de mRNA correspondientes se destruyan rápidamente. Los 
gusanos resultantes muestran un fenotipo similar al que hubiera resul- 
tado a partir de la interrupción del gen correspondiente en sí mismo. 
En algunos casos, la entrada de solo unas pocas moléculas de un dsR- 
NA particular en una célula es suficiente para inactivar muchas copias 
del mRNA correspondiente. La bigura 5-45b ilustra la capacidad de un 
dsRNA inyectado para interferir en la producción del mRNA endógeno 
correspondiente en los embriones de C. elegans. En este experimento, 
los niveles de mRNA en embriones se determinaron por hibridación in 
situ, como se describió anteriormente, con el uso una sonda marcada 
con fluorescencia. 

El segundo método es para producir un RNA de doble hebra in 
vivo. Una forma eficiente de realizarlo es expresar un gen sintético que 
está diseñado para contener segmentos en tándem, tanto de la secuen- 
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2) ARCHIVOS DE AUDIO (INGLÉS): Interferencia de RNA 
A de doble hebra 


FIGURA EXPERIMENTAL 5-45 La interferencia de RNA (RNAi) puede 
inactivar funcionalmente genes en C. elegans y otros organismos. 

(a) Producción in vitro del RNA de doble hebra (RNA) para RNAi de un gen 
diana específico. La secuencia codificante del gen, derivada de un cCDNA 

o un segmento genómico de DNA, se coloca en dos orientaciones en un 
vector plasmídico adyacente a un promotor fuerte. La transcripción de ambas 
construcciones in vitro, mediante el uso de RNA polimerasa y ribonucleósidos 
trifosfatos, produce muchas copias de RNA en la misma orientación (idéntica 

a la secuencia de mRNA) o en orientación antisentido complementaria. En 
condiciones adecuadas, las moléculas de RNA complementarias se hibridarán 
para formar dsRNA. Cuando los dsRNA se inyectan dentro de las células, son 
cortados por Dicer en siRNA, (b) La inhibición de la expresión del RNA mex3 en 
los embriones de gusano por RNA| (véase el texto para detalles del mecanis- 
mo). (Izquierda) La expresión del RNA mex3 en embriones se analizó mediante 
hibridación in situ, con una sonda específica para este mRNA, es decir, unida 

a una enzima que produce un producto coloreado (púrpura). (Derecha) El 
embrión derivado de un gusano inyectado con mRNA mex3 de doble hebra 
produce poco mRNA mex3 endógeno o nada, como lo indica la ausencia de 
color. Cada embrión en estadio de cuatro células tiene = 50 um de longitud. (c) 
La producción in vitro del RNA de doble hebra se produce mediante plásmidos 
modificados genéticamente introducidos directamente en las células. La 
construcción del gen sintético es un arreglo en tándem de las secuencias en 
sentido y en antisentido del gen diana. Cuando es transcripto, se forma un RNA 
de doble hebra pequeño, con forma de horquilla (shRNA). El shRNA es escindi- 
do por Dicer para formar siRNA. (Pare [b] de A. Fire y cols, 1998, Nature 391:806) 


cia en sentido como de la antisentido correspondiente al gen diana 
(Fig. 5-45c). Cuando este gen se transcribe, se forma una estructura 
de RNA de doble hebra “horquilla”, conocida como RNA horquilla pe- 
queña o shRNA. El shRNA luego será cortado por Dicer para formar 
moléculas siRNA. Los vectores de expresión lentivirales son particu- 
larmente útiles para introducir genes sintéticos para la expresión de las 
construcciones shRNA en células animales. 

Ambos métodos de RNAi son utilizados en estudios sistemáticos 
para inactivar cada uno de los genes conocidos en un organismo y 
para observar cualquier dificultad. Por ejemplo, en estudios iniciales 
con C. elegans, la interferencia de RNA con 16 700 genes (alrededor 
del 86% del genoma) produce 1 722 fenotipos anómalos visibles. Los 
genes cuya inactivación funcional causa fenotipos anormales par- 
ticulares pueden ser agrupados en conjuntos; cada miembro de un 
conjunto, presumiblemente, controla las mismas señales o aconteci- 
mientos. Las relaciones reguladoras entre los genes en el conjunto — 
por ejemplo, los genes que controlan el desarrollo muscular— pueden 
ser resueltas. 

Otros organismos en los cuales la inactivación génica medida por 
RNAi ha sido exitosa incluye Drosophila, muchas clases de plantas, el 
pez cebra y la rana Xenopus, y los ratones son sometidos, en la actua- 
lidad, a búsquedas por iRNA a gran escala. Por ejemplo, los vectores 
lentivirales han sido diseñados para inactivar por i¡RNA más de 10 000 

genes diferentes, expresados en las células cultivadas de mamífero. La 
función de los genes inactivados puede inferirse a partir de los defectos 
en el crecimiento o la morfología de los clones celulares transfectados 
con los vectores lentivirales. 
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CONCEPTOS CLAVE de la Sección 5.5 


Inactivación de la función de genes específicos 
en los eucariontes 


* Una vez que se ha clonado un gen, pueden deducirse pistas importan- 
tes acerca de su función normal in vivo a partir de los efectos fenotípi- 
cos observados de la mutación del gen. 


* Es posible interrumpir genes en levadura mediante la inserción de un 
gen marcador seleccionable en un alelo de un gen de tipo silvestre, a trá- 
vés de recombinación homóloga, y producir un mutante heterocigoto. 
Cuando dicho heterocigoto esporula, la interrupción de un gen esencial 
producirá dos esporas haploides no viables (véase la Fig. 5-39). 


- Un gen de levadura puede ser inactivado de un modo controlado me- 
diante el uso del promotor GAL1 para apagar la transcripción de un 
gen, cuando las células son transferidas a un medio con glucosa. 


* En los ratones, los genes modificados pueden incorporarse a la línca 
germinal en sus localizaciones genómicas originales mediante recom- 
binación homóloga, lo que produce inactivaciones (véanse las Figs. 
5-40 y 5-41). Las inactivaciones murinas pueden proporcionar mode- 
los para enfermedades genéticas humanas, como la fibrosis quística. 


* El sistema de recombinación loxP-Cre permite la producción de rato- 
nes en los cuales un gen es inactivado en un tejido específico. 


* En la producción de las células u organismos transgénicos, el DNA 
exógeno se integra en el genoma del huésped mediante recombinación 
no homóloga (véase la Fig. 5-43). La introducción de un alelo domi- 
nante negativo en esta forma puede inactivar funcionalmente un gen 
sin alterar su secuencia. 


* En muchos organismos, incluso el gusano C. elegans, el RNA de doble 
hebra desencadena la destrucción de todas las moléculas de mRNA 
con la misma secuencia (véase la Fig. 5-45). Este fenómeno, conoci- 
do como RNAi (interferencia de RNA), aporta una forma específica y 
potente de inactivar funcionalmente genes sin alterar sus estructuras. 


Perspectivas para el futuro 


Como los ejemplos expuestos en este capítulo y a lo largo de todo el 
libro, nuestra comprensión de muchos procesos fundamentales en la 
biología celular se basa en el análisis genético. Mediante análisis de las 
consecuencias fenotípicas de las mutaciones que inactivan un gen par- 
ticular, los genetistas son capaces de conectar el conocimiento acerca 
de la secuencia, estructura y actividades bioquímicas de la proteína 
codificada con su función en el contexto de una célula viviente u orga- 
nismos multicelulares. El enfoque clásico para establecer estas conexio- 
nes, tanto en los seres humanos como en los organismos más simples 
experimentalmente accesibles, apunta a identificar nuevas mutaciones 
de interés en base a sus fenotipos y, luego, a aislar el gen afectado y su 
producto proteico. 

Aunque los científicos continúan utilizando este enfoque genéti- 
co clásico para analizar los procesos celulares fundamentales y las vías 
bioquímicas, la disponibilidad de la información de la secuencia genó- 
mica completa para la mayoría de los organismos de experimentación 
ha cambiado fundamentalmente la forma en que se llevan a cabo los 
experimentos genéticos. Con el uso de diversos métodos de computa- 
ción, los científicos han identificado secuencias génicas que codifican 
proteínas en la mayoría de los organismos de experimentación, inclui- 
dos E. coli, levadura, C. elegans, Drosophila, Arabidopsis, ratón y seres 
humanos. Las secuencias génicas, a SU VEZ, revelan la secuencia de ami- 
noácidos de los productos proteícos codificados y aportan una lista casi 
completa de las proteínas encontradas en cada uno de los principales 
organismos de experimentación. 

Por lo tanto, el objetivo de la mayoría de los investigadores ha cam- 
biado del hallazgo de genes nuevos y proteínas al descubrimiento de las 
funciones de los genes y proteínas cuya secuencia ya se conoce. Una vez 
que se ha identificado el gen de interés, la información de la secuencia 
genómica acelera, en gran medida, las subsiguientes manipulaciones 


genéticas del gen, incluyendo su inactivación diseñada, incluso su inac- 
tivación diseñada; por consiguiente, se puede aprender más acerca de 
su función. Los grupos de vectores para la inactivación de RNAi de la 
mayoría de los genes definidos en el nematodo C. elegans permiten la 
búsqueda genética eficiente a realizarse en este organismo multicelular. 
Estos métodos, en la actualidad, están siendo aplicados a una gran co- 
lección de genes en las células de mamífero cultivadas; y en el futuro 
cercano, métodos de RNAi o de inactivación se utilizarán para inactivar 
cada gen en el ratón. 

En el pasado, un científico podía pasar muchos años estudiando un 
único gen, pero actualmente los investigadores, por lo general, estudian 
grupos enteros de genes a la vez. Por ejemplo, con las micromatrices de 
DNA, el nivel de expresión de todos los genes en un organismo puede 
medirse casi tan fácilmente como la expresión de un gen único. Uno de 
los desafíos más grandes que afrontan los genetistas en el siglo XX] es 
explorar la vasta cantidad de información disponible acerca de la fun- 
ción y la regulación de los genes individuales, con el fin de comprender 
cómo están organizados los grupos de genes para formar vías bioquí- 
micas complejas y redes regulatorias. 
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Revisión de los conceptos 


1. Las mutaciones genéticas pueden proporcionar conocimientos acer- 
ca de los mecanismos de los complejos procesos celulares y del desa- 
rrollo. Dependiendo de si una mutación particular es recesiva o domi- 
nante, ¿cómo podría ser el análisis de una mutación genética diferente? 
2. ¿Qué es una mutación sensible a la temperatura? ¿Por qué las mu- 
taciones sensibles a la temperatura son útiles para dejar al descubierto 
la función de un gen? 

3. Describa cómo puede utilizarse el análisis de complementación para 
revelar si dos mutaciones están en los mismos genes o en diferentes. 
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Explicar por qué el análisis de complementación no funcionará con 
mutaciones dominantes. 

4. Jane ha aislado una cepa mutante de levadura que forma colonias 
rojas, en lugar de las blancas normales, cuando se las cultiva, Para de- 
terminar el gen mutante, ella decide usar complementación funcional 
con una biblioteca de DNA que contiene un marcador de selección de 
lisina. Además de la mutación desconocida, la levadura carece del gen 
necesario para sintetizar los aminoácidos leucina y lisina, ¿En qué me- 
dios cultivará Jane sus levaduras para asegurarse de que hayan adqui- 
rido los plásmidos de la biblioteca? ¿Cómo sabrá ella cuando un plás- 
mido de la biblioteca ha complementado la mutación de la levadura? 
5. Las enzimas de restricción y la DNA ligasa cumplen funciones esen- 
ciales en la clonación del DNA, ¿Cómo es que una bacteria que produce 
una enzima de restricción no corta su propio DNA? Describa algunas 
características generales de los sitios de enzimas de restricción. ¿Cuáles 
son los tres tipos de extremos de DNA que pueden generarse después 
de cortar el DNA con enzimas de restricción? ¿Qué reacción cataliza la 
DNA ligasa? 

6. Los plásmidos bacterianos suelen servir como vectores de clonación. 
Describa las características esenciales de un vector plasmídico. ¿Cuáles 
son las ventajas y las aplicaciones de los plásmidos como vectores de 
clonación? 

7. Una biblioteca de DNA es una colección de clones, cada uno de los 
cuales contiene un fragmento diferente de DNA, insertado en un vec- 
tor. ¿Cuál es la diferencia entre una biblioteca de cDNA y una de DNA 
genómico? A usted le gustaría clonar un gen X, un gen que solo se ex- 
presa en neuronas, en un vector, usando una biblioteca como fuente 
del inserto. Si usted dispone de las siguientes bibliotecas (biblioteca 
genómica de células epiteliales, biblioteca de cCDNA de células epitelia- 
les, biblioteca genómica a partir de neuronas, biblioteca de cDNA de 
neuronas), ¿cuál utilizaría y por qué? 

8. En 1993, Kary Mullis ganó el premio Nobel en Química por su in- 
vención del proceso de PCR. Describa los tres pasos de cada ciclo de 
una reacción de PCR. ¿Por qué el descubrimiento de una polimerasa 
de DNA termoestable (p. ej., Taq polimerasa) es tan importante para el 
desarrollo de la PCR? 

9. Las transferencias Northern y Southern son herramientas poderosas 
en la biología molecular, basadas en la hibridación de ácidos nucleicos. 
¿En qué aspectos son iguales estas técnicas? ¿En qué difieren? Aporte 
algunas aplicaciones específicas para cada técnica de transferencia. 

10. Se ha expresado un número de proteínas foráneas en células bac- 
terianas y de mamífero. Describa las características esenciales de un 
plásmido recombinante, necesarias para la expresión de un gen forá- 
neo. ¿Cómo puede usted modificar la proteína foránea para facilitar 
su purificación? ¿Cuál es la ventaja de la expresión de una proteína en 
células de mamífero frente a células de bacterias? 

11. La transferencia Northern, la RT-PCR y las micromatrices pueden 
usarse para analizar la expresión génica. Un laboratorio estudia células 
de levadura y compara su crecimiento con dos azúcares diferentes, glu- 
cosa y galactosa. Un estudiante está comparando la expresión del gen 
HMG2 en diferentes condiciones. ¿Qué técnica(s) podrían utilizarse y 
por qué? Otro estudiante quiere comparar la expresión de todos los 
genes en el cromosoma 4, de los cuales existen aproximadamente 800. 
¿Qué técnica(s) podría emplear? 

12. En la determinación de la identidad de la proteína que corresponde 
al gen recién descubierto, a menudo, ayuda saber el patrón de expresión 
de tejido para ese gen. Por ejemplo, los investigadores han encontrado 
que un gen denominado SERPINA6 se expresa en el hígado, el riñón y 
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15. Los estudios de ligamiento genético, en general, apenas puetién lo- 
calizar la posición cromosómica de un gen de enfermedad”. ¿Cómo 
los análisis de expresión y el análisis de secuencia de DNA contribuyen 
a localizar un gen de enfermedad dentro de la región identificada por 
mapeo de ligamiento? 
16. La capacidad para modificar selectivamente el genoma, en el ratón, 
ha revolucionado la genética murina. Esquematice el procedimiento 
para generar un ratón nokeado en un locus genético específico. ¿Cómo 
puede utilizarse el sistema loxP-Cre para inactivar condicionalmente 
un gen? ¿Cuál es una aplicación médica importante de los ratones in- 
activados? 

17. Existen dos métodos para la inactivación funcional de un gen sin al- 
terar la secuencia génica: mediante mutaciones dominantes negativas y 
por interferencia de RNA (RNAIi). Describa de qué forma cada método 
puede inhibir la expresión de un gen. 


Análisis de los datos 


1. Un cultivo de levaduras que requiere uracilo para crecer (tura3”) fue 
mutagenizado, y se aislaron dos colonias mutantes, X e Y. Las células de 
tipo de apareamiento a del mutante X se aparearon con las células de 
tipo de apareamiento Qt del mutante Y para formar células diploides. 
Las células progenitoras (ura3”), X, Y, y las diploides se sembraron en 
placas de agar que contienen uracilo y se las incubó a 23 0 a 32*C. El 
crecimiento celular fue monitorizado por la formación de colonias en 


las placas de cultivo, como se muestra en la siguiente figura. 
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placa de Petri. ¿Cuáles son las diferencias moleculares entre los clones 
que crecen en las dos placas? ¿Cómo pueden usarse estos resultados 
para identificar el plásmido que contiene una copia del gen X de tipo 
silvestre? Sobre la base de estos resultados, ¿cómo puede descubrirse la 
identidad del gen X? 


<< 
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c. Se extrae el DNA de las células parentales, a partir de las células 
X y de las células Y. Se utilizan cebadores de PCR para amplificar el gen 
que codifica X en ambas células parentales y en las células X. Los ceba- 
dores son complementarios a las regiones del DNA, justo en la parte 
externa al gen que codifica X. Los resultados de la PCR se muestran en 
un gel a la derecha. ¿Qué puede deducirse acerca de la mutación en el 
gen X, a partir de estos datos? 
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d. Una construcción del gen de tipo silvestre es diseñada de manera 
tal que codifique una proteína de fusión en la cual está presente la pro- 
teína verde fluorescente (GFP) en el extremo N-terminal (GFP-X) o en 
el extremo C-terminal (X-GFP) de la proteína X. Ambas construcciones, 
presentes en un plásmido URA3”, se utilizan para transformar células X 
crecidas en ausencia de uracilo. Después, se comprueba el crecimiento de 
las células X transformadas a 32 C, mostrado abajo, a la izquierda. A la 
derecha, están las típicas imágenes fluorescentes de los crecimientos celu- 
lares de X-GFP y GFP-X a 23 *C, en los cuales el verde indica la presencia 
de proteína verde fluorescente. ¿Cuál es una explicación razonable para el 
crecimiento de las células GFP-X, pero no de X-GFP a 32 «0% 


Núcleo 


X-GFP 
Crecimiento a 32 *C 


Localización GFP en las células 
crecidas a 23 *C 


Célula GFP-X 


Célula X-GFP 


e. Se genera la descendencia haploide de las células diploides de la 
parte (a). Los dobles mutantes XY constituyen Ys de estas descenden- 
cias. Las células X haploides, las células Y, y las células XY en cultivo 
líquido están sincronizadas en un estadio justo antes de la gemación y 
luego son cambiadas de 23 "C a 32 *C. El análisis de las células, 24 horas 
después, revela que las células X detuvieron su crecimiento con brotes 
pequeños, las células Y están detenidas con brotes grandes y las células 
XY, con brotes pequeños. ¿Cuál es la relación entre X e Y? 
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Estos cromosomas pintados por RxFISH con colores brillantes son tan bellos 
como útiles para revelar las anomalías cromosómicas y comparar los cariotipos 


de diferentes especies. (0 Departamento de Citogenética Clinica, Addenobrookes Hospital/Photo 
Researchers, Inc) 


n los capítulos anteriores aprendimos cómo la estructura y la 

composición de las proteínas les permiten realizar una amplia 

variedad de funciones celulares. También analizamos otro com- 
ponente vital de las células, los ácidos nucleicos, y el proceso mediante 
el cual la información codificada en la secuencia del DNA se traduce 
en proteína. En este capítulo, nos centraremos nuevamente en el DNA 
y las proteínas, ya que estudiaremos las características de los genomas 
nucleares y de los orgánulos en los eucariontes: las características de los 
genes y de las otras secuencias del DNA que forman parte del genoma, 
y de qué manera este DNA está estructurado y organizado por las pro- 
teínas dentro de la célula. 

Para el comienzo del siglo xx1, los biólogos moleculares habían 
completado la secuenciación de los genomas de cientos de virus, nu- 
merosas bacterias y un eucarionte unicelular, la levadura $. cerevisiae. 
Hasta el momento, se conoce la gran mayoría de la secuencia genómica 
de la levadura de fisión S. pombe, la planta simple A. thaliana, el arroz 
y múltiples animales multicelulares (metazoos) que incluyen al gusano 
C. elegans, la mosca de la fruta D. malonogaster, el ratón, el ser humano 
y al menos un filo representativo de cada uno de los = 35 de metazoos. 
El análisis detallado de estas secuenciaciones reveló pistas acerca de la 
evolución, la organización genómica y la función génica. Esta informa- 
ción ha permitido a los investigadores identificar genes previamente 
desconocidos y estimar la cantidad total de genes que codifican pro- 
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teínas en cada genoma. Las comparaciones entre las secuencias génicas 
suelen proporcionar indicios acerca de las posibles funciones de genes 
recién identificados. Comparar la secuencia y la organización de geno- 
mas de distintas especies también nos ayuda a comprender la evolución 
de los organismos. 

Sorprendentemente, la secuenciación del DNA reveló que una 
gran porción de los genomas de los eucariontes superiores no codifica 
mRNA o ningún otro RNA necesario para el organismo. Notablemen- 
te, tal DNA no codificante constituye = 98,5% del DNA cromosómi- 
co humano. El DNA no codificante de los organismos multicelulares 
contiene muchas regiones que son similares pero no idénticas. Las va- 
riaciones dentro de algunos segmentos de este DNA repetitivo son tan 
grandes entre los individuos que cada persona puede ser identificada 
por una “huella dactilar” de DNA (huella genética) en base a estas va- 
riaciones. Más aún, algunas secuencias de DNA repetitivo no se en- 
cuentran en la misma posición en los genomas de diferentes individuos 
de la misma especie. En una época, todo el DNA no codificante fue 
denominado “DNA basura” y considerado inservible. En la actualidad 
se comprende la base evolutiva de este DNA extra y la variación en 
la localización de ciertas secuencias entre los individuos. Los genomas 
celulares albergan elementos transponibles (móviles) de DNA que 
pueden copiarse a sí mismos y moverse por todo el genoma. Aunque 
los elementos transponibles de DNA parecen tener poca función en el 
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ciclo de vida de un organismo individual, en la escala evolutiva han 
modelado nuestros genomas y contribuido a la rápida evolución de los 
organismos multicelulares. 

En los eucariontes superiores, las regiones de DNA que codifican 
proteínas o RNA funcionales (o sea, genes) se encuentran en medio de 
esta extensión de DNA aparentemente no funcional. Además del DNA 
no funcional entre los genes, los intrones no codificantes son comunes 
dentro de los genes de las plantas y animales multicelulares. La secuen- 
ciación de los mismos genes que codifican proteínas en distintas espe- 
cies de eucariontes ha demostrado que la presión evolutiva selecciona 
el mantenimiento de secuencias relativamente similares en las regiones 
codificantes o exones. En contraste, entre los intrones se produce una 
amplia variación de secuencia, incluso la pérdida total, lo cual sugiere 
que la mayoría de las secuencias intrónicas tienen poca significancia 
funcional. Sin embargo, como ya veremos, aunque la mayoría de la se- 
cuencia del DNA de los intrones es no funcional, la existencia de in- 
trones ha favorecido la evolución de las proteínas multidominio que 
son comunes en los eucariontes superiores y también ha permitido la 
evolución rápida de proteínas con nuevas combinaciones de dominios 
funcionales. Además, los RNA no codificantes cortos llamados siRNA y 
miRNA que regulan la traducción y estabilidad del mRNA, y los RNA 
no codificantes largos, que pueden regular la transcripción a través de 
su influencia sobre la estructura de cromatina, pueden ser procesados a 
partir de algunos intrones (Caps. 7 y 8). 

Las mitocondrias y los cloroplastos también contienen DNA que 
codifican proteínas esenciales para la función de estos orgánulos vi- 
tales. Veremos que los DNA de mitocondrias y cloroplastos son rema- 
nentes evolutivos de los orígenes de estos orgánulos. La comparación 


FIGURA 6-1 Panorama general de la estructura 
de genes y cromosomas. El DNA de los eucariontes 
superiores consiste en secuencias Únicas y repetidas. 
Solo el = 1,5% del DNA humano codifica proteínas 

y RNA funcionales y secuencias reguladoras que 
controlan su expresión; el resto es meramente DNA 
espaciador entre genes e intrones dentro de los ge- 
nes Mucho de este DNA, 45% en los seres humanos, 
deriva de los elementos móviles de DNA, los simbion- 
tes genéticos que contribuyeron a la evolución del 
genoma contemporáneo. Cada cromosoma consiste 
en una molécula larga única de DNA de hasta = 280 
Wbenlos seres humanos, organizada en niveles cre- 
Cenes de condensación mediante proteinas histonas 
y PO histomas con las cuales forma complejos imtrin- 
cados En los cloropiastos y mitocondrias se localizan 
moléculas de DNA mucho rnás pequeñas 


224 CAPITULO 6 » Genes, genómica y cromosomas 


Cromosoma 
interfásico 


Mitocondria 


S 


Genes de copia única 
Familia de genes 

Genes repetidos en tándem 
Intrones 


de secuencias de DNA entre genomas de diferentes a bacterias, 
mitocondrias y cloroplastos ha revelado que si en OS Poe 
naron a partir de cubacterias intracelulares que desarrollaron relacio. 
nes simbióticas con células eucariontes ancestrales. o 

La enorme longitud del DNA celular es un problema significativo 
con el cual deben enfrentarse las células. El DNA de una célula huma. 
na, que mide alrededor de 2 metros de longitud total, debe a 
dentro de células con diámetros menores a 10 um, ee PSoporción 
de compactación de más de 10% a 1. En términos relativos, si una cé- 
lula fuera de 1 centímetro de diámetro (alrededor del tamaño de un 
guisante), ¡la longitud del DNA empaquetado dentro de su núcleo 
debería ser de alrededor de 2 kilómetros! Las proteínas eucariontes 
especializadas, asociadas con el DNA nuclear, pliegan y organizan de 
manera refinada el DNA de manera tal que entre dentro del núcleo 
y que cualquier parte de ese DNA altamente compactado pueda ser 
asequible rápidamente para la transcripción, la replicación del DNA 
y la reparación del DNA dañado sin que las moléculas largas de DNA 
se enreden o se rompan. Por otra parte, se debe mantener la integri- 
dad del DNA durante el proceso de división celular cuando se reparte 
para dar lugar a las células hijas. En los eucariontes, el complejo de 
DNA y las proteínas que lo organizan, denominado cromatina, pue- 
de visualizarse como cromosomas individuales durante la mitosis. 
Como se verá en éste y el siguiente capítulo, la organización del DNA 
en la cromatina permite un mecanismo para la regulación de la ex- 
presión génica que no es posible en las bacterias. 

En las primeras cinco secciones de este capítulo, se brindará un 
panorama general de los genes y genomas eucariontes. Primero se 
describirá la estructura de los genes eucariontes y las complejidades 
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que surgen en los organismos superiores a partir del procesamiento 
de los precursores de mRNA para dar origen a los mRNA cortados y 
empalmados de forma alternativa. Luego se analizarán las principales 
clases de DNA eucariontes, incluyendo las propiedades especiales de los 
elementos móviles y cómo modelaron los genomas contemporáneos. 
Luego se estudiará el DNA organular y cómo se diferencia del DNA 
nuclear. Este contexto nos preparará para analizar la genómica, méto- 
dos basados en informática para el análisis y la interpretación de gran 
cantidad de información de secuencia. Las últimas dos secciones del 
capítulo abordan cómo se organiza físicamente el DNA en las células 
eucariontes. Se describirá el empaquetamiento del DNA y las proteínas 
histonas en complejos compactos llamados nucleosomas que son las 
unidades monoméricas de la cromatina, la estructura a gran escala de 
los cromosomas y los elementos funcionales necesarios para la duplica- 
ción y la segregación. La Figura 6-1 proporciona un panorama general 
de estos temas interrelacionados. La comprensión de los genes, la ge- 
nómica y los cromosomas obtenida en este capítulo nos preparará para 
explorar en los siguientes dos capítulos el conocimiento actual acerca 
de cómo están reguladas la síntesis y la concentración de cada proteína 
y RNA funcional en una célula. 


6.1 Estructura de genes eucariontes 


En términos moleculares, un gen se define como la secuencia completa 
de ácido nucleicos necesaria para la síntesis de un producto génico funcio- 
nal (polipéptido o RNA). De acuerdo con esta definición un gen incluye 
más que los nucleótidos que codifican una secuencia de aminoácidos o 
un RNA funcional, llamada región codificante. Un gen también incluye 
todas las secuencias de DNA necesarias para la síntesis de un transcrip- 
to de RNA, sin importar la localización de todas aquellas secuencias 
localizadas en relación a la región codificante. Por ejemplo, en los genes 
eucariontes, las regiones de control de la transcripción conocidas como 
potenciadores o intensificadores (enhancers) pueden estar a 50 kb o 
más de la región codificante. Como se aprendió en el Capítulo 4, otras 
regiones no codificantes cruciales de los genes eucariontes incluyen el 
promotor, así como también secuencias que especifican la escisión 3” y 
la poliadenilación, conocidas como sitios poli(A), y la eliminación de 
intrones de los transcriptos primarios de RNA, conocidos como sitios 
de corte y empalme o procesamiento (splicing) (véase la Fig. 4-15). Las 
mutaciones en estas secuencias, que controlan la iniciación de la trans- 
cripción y el procesamiento del RNA, afectan la expresión y el funcio- 
namiento normal de los RNA, produciendo diferentes fenotipos en los 
organismos mutantes. En los Capítulos 7 y 8 se examinarán en más 
detalle varios elementos de control de los genes. 

Aunque muchos genes se transcriben a mRNA, que codifican pro- 
teínas, algunas secuencias de DNA se transcriben a RNA que no codifi- 
can proteínas (p. ej., RNA y rRNA descriptos en el Cap. 4, y miRNA y 
siRNA que regulan la traducción y la estabilidad de los mRNA, analiza- 
da en el Cap. 8). Debido a que el DNA que codifica los tRNA, los TRNA, 
los miRNA, y los siRNA puede causar fenotipos específicos cuando está 
mutado, estas regiones de DNA suelen denominarse genes de tRNA, 
rRNA, miRNA, y siRNA, aunque los productos finales de estos genes 
son moléculas de RNA y no proteínas. 

En esta sección, se describirá la estructura de genes en las bacterias 
y los eucariontes y se analizará cómo sus respectivas estructuras génicas 
influyen en la expresión y la evolución de los genes. 


La mayoría de los eucariontes contienen intrones 
y producen mRNA que codifican proteínas únicas 


Como se vio en el Capítulo 4, muchos mRNA bacterianos (p. ej., el 
mRNA codificado por el operón trp) incluyen la región codificante 
para varias proteínas que funcionan juntas en un proceso biológico. 
Se dice que tales mRNA son policistrónicos (un cistrón es una unidad 
genética que codifica un único polipéptido). Por el contrario, la mayo- 
ría de los mRNA en los eucariontes son monocistrónicos; es decir, cada 
molécula de mRNA codifica una única proteína. Esta diferencia entre 
mRNA policistrónico y monocistrónico implica una diferencia funda- 
mental en su traducción. 

Dentro de un mRNA policistrónico bacteriano se localiza un sitio 
de unión a ribosoma cerca del sitio de inicio para cada una de las re- 
giones codificantes de proteínas, o cistrones, en el mRNA. El comien- 
zo de la traducción puede comenzar en cualquiera de estos múltiples 
sitios internos, produciendo múltiples proteínas (véase la Fig. 4-13a). 
Sin embargo, en la mayoría de los mRNA eucariontes, la estructura de 
la caperuza 5” dirige la unión a ribosomas, y la traducción comienza 
en el codón de inicio AUG más cercano (véase la Fig. 4.13b). Como re- 
sultado, la traducción solo comienza en ese sitio. En muchos casos, los 
transcriptos primarios de los genes que codifican proteínas eucariontes 
son procesados a un único tipo de mRNA, que es traducido para dar un 
único tipo de polipéptido (véase la Fig. 4-15). 

A diferencia de los genes bacterianos y de levadura, que en general 
carecen de intrones, la mayoría de los genes en los animales multicelu- 
lares y las plantas contienen intrones, que se eliminan durante el proce- 
samiento del RNA en el núcleo antes de que el mRNA completamente 
procesado sea exportado al citosol para su traducción. En muchos ca- 
sos, los intrones en un gen son considerablemente más largos que los 
exones. La longitud media de un intrón en los genes humanos es 3,3 kb. 
Sin embargo, algunos, son mucho más largos: el intrón humano más 
largo conocido es de 17 106 pb y se encuentra dentro del gen titin, que 
codifica una proteína estructural en las células musculares. En compa- 
ración, la mayoría de los exones humanos contienen solo 50-200 pares 
de bases. El gen humano típico que codifica una proteína de tamaño 
medio tiene = 50 000 pb de largo, pero más del 95% de la secuencia 
consiste en intrones y regiones 5“y 3” no codificantes que lo flanquean. 

Muchas proteínas grandes en los organismos superiores que tie- 
nen dominios repetidos están codificadas por genes que consisten en 
repeticiones de exones similares separados por intrones de longitud 
variable. Un ejemplo de esto es la fibronectina, un componente de la 
matriz extracelular. El gen de la fibronectina contiene múltiples copias 
de cinco tipos de exones (véase la Fig. 4-16). Tales genes evolucionaron 
por duplicación en tándem del DNA que codifica el exón repetido, pro- 
bablemente mediante un entrecruzamiento desigual durante la meiosis 
como se muestra en la Figura 6-2a. 


En los genomas eucariontes se encuentran 
unidades de transcripción simples y complejas 


Las agrupaciones de genes que forma un operón bacteriano compren- 
den una única unidad de transcripción que se transcribe desde un 
promotor específico en la secuencia de DNA hasta un sitio determina- 
do, produciendo un único transcrito primario. En otras palabras, los 
genes y las unidades de transcripción suelen identificarse en los proca- 
riontes, puesto que una única unidad de transcripción contiene varios 
genes cuando forman parte de un operón. Por el contrario, la mayoría 
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FIGURA 6-2 Duplicación de genes y exones. (a) La duplicación de exones 
es el resultado del entrecruzamiento desigual durante la meiosis. Cada cro- 
mosoma parental (arriba) contiene un gen ancestral que contiene tres exones 
y dos intrones. Las secuencias no codificantes L1 repetidas se extienden 

5” y 3 del gen, y también en el intrón entre los exones 2 y 3. Como se verá 
más adelante en el capítulo, las secuencias L1 han realizado transposiciones 
en forma repetida a sitios nuevos en el genoma durante el transcurso de la 
evolución humana, de manera tal que todos los cromosomas están salpicados 
con ellos. Los cromosomas parentales se muestran desplazados unos de otros 
de forma que las secuencias L1 estén alineadas. La recombinación homóloga 
entre las secuencias L1, como se muestra, podría generar un cromosoma 


de los genes eucariontes se expresan a partir de unidades de transcrip- 
ción separadas, y cada mRNA se traduce a una única proteína. 

De todas maneras, las unidades de transcripción eucarionte se cla- 
sifican en dos tipos, dependiendo del destino del transcrito primario. El 
transcripto primario producido a partir de una única unidad de trans- 
cripción, tal como el que codifica la B-globina (Fig. 4-15), es procesa- 
do para dar un único tipo de mRNA, que codifica una única proteína. 
Las mutaciones en los exones, intrones y las regiones de control de la 
transcripción pueden afectar la expresión de la proteína codificada por 
una única unidad de transcripción (Fig. 6-3a). En los seres humanos, 
las unidades de transcripción simples como las de la globina son raras. 
Aproximadamente el 90% de las unidades de transcripción humanas 
son complejas. El transcrito primario de RNA puede procesarse de más 
de una forma, conduciendo a la formación de mRNA que contienen 
exones diferentes. Sin embargo, cada mRNA alternativo es monocis- 
trónico y se traduce a un único polipéptido, con la traducción iniciada 
por lo general en el primer AUG en el mRNA. Múltiples mRNA pueden 
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recombinante donde el gen ahora tenga cuatro exones (dos copias del exón 


3) y un cromosoma donde el gen perdió el exón 3. (b) El mismo proceso 
puede generar duplicaciones de 


surgir, de tres maneras diferentes, 
como se muestra en la Figura 6-3b 

Pueden encontrarse e 
alternativo del RNA en lo 
en Drosophila (véase la F 
duce a partir de una uni 


a partir de un transcripto primario, 


(a) Unidad de transcripción simple 


50 kb 
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Sito de la caperuza 
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(b) Unidades de transcripción compleja 
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Exón 2 
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La relación entre una mutación y un gen no siempre es directa 
cuando se trata de unidades transcripcionales complejas. Una mu- 
tación en la región de control o en un exón compartido por mRNA 
procesados de forma alternativa afectará a todas las proteínas alterna- 
tivas codificadas por una unidad de transcripción compleja dada. Por 
el otro lado, las mutaciones en un exón presente en sólo uno de los 
mRNA alternativos afectará sólo la proteína codificada por ese mRNA. 
Como se explicó en el Capítulo 5, las pruebas de complementación 
genéticas suelen ser usadas para determinar si dos mutaciones están 
en el mismo gen o en diferentes (véase la Fig. 5-7). Sin embargo, en 
la unidad de transcripción compleja mostrada en la Figura 6-3b (me- 
dio), las mutaciones d y e podrían complementarse una con otra en 
Una prueba de complementación genética, incluso si se producen en el 
Mismo gen. Esto es porque un cromosoma con mutación d puede ex- 


FIGURA 6-3 Unidades de transcripción simples y complejas en 
eucariontes. (a) Una unidad de transcripción simple incluye una región 

que codifica una proteína, que se extiende desde el sitio de la caperuza 5” 
hasta el sitio de poli(A)3”, y las regiones de control asociadas. Los intrones se 
encuentran entre los exones (rectángulos celestes) y son eliminados durante 
el procesamiento del transcripto primario (líneas rojas punteadas); por lo 
tanto, no aparecen en el mRNA monocistrónico funcional. Las mutaciones 

en la región de control de la transcripción (a, b) pueden reducir o evitar la 
transcripción, disminuyendo o impidiendo la síntesis de la proteína codificada. 
Una mutación dentro del exón (c) puede resultar en una proteína anómala 
con actividad disminuida. Una mutación dentro de un intrón (d) que introduce 
un nuevo sitio de corte y empalme produce un mRNA procesado de manera 
anormal que codifica una proteína no funcional. (b) Las unidades de transcrip- 
ción complejas producen transcritos primarios que pueden ser procesados 

en formas alternativas, (Arriba). Si un transcripto primario contiene sitios de 
corte y empalme alternativos, puede ser procesado para dar mRNA con los 
mismos exones 5* y 3” pero diferentes intrones internos. (Medio) Si un transcrito 
primario tiene dos sitios de poli(A), puede ser procesado para dar mRNA con 
exones 3' alternativos. (Abajo) Si se activan promotores alternativos (Fo g) en 
diferentes tipos celulares, el mRNA,, producidos en un tipo de célula en la cual 
Festá activado, tiene un primer exón (1A) diferente del que tiene el mRNA,, el 
cual es producido en un tipo de célula en la cual g está activado (y donde se 
usa el exón 18). Las mutaciones en las regiones de control (a y b) y en aquellas 
designadas c dentro de los exones compartidos por los mRNA alternativos 
afectan a las proteínas codificadas por los mRNA procesados alternativamente. 
Por el contrario, las mutaciones (designadas d y e) dentro de los exones únicos 
de uno de los mRNA procesados alternativamente afectan sólo a la proteína 
traducida a partir de ese mRNA. Para los genes que se transcriben a partir de 
diferentes promotores en diferentes tipos de células (arriba), las mutaciones en 
diferentes regiones de control (f y g) afectan la expresión sólo en el tipo celular 
en el cual está activa la región de control. 


presar una proteína normal codificada por el mRNA, y un cromosoma 
con la mutación e puede expresar una proteína normal codificada por 
el mRNA,. Ambos mRNA producidos a partir de este gen podrían estar 
presentes en una célula diploide que porta dos mutaciones, generando 
ambos productos proteicos y por lo tanto un fenotipo del tipo salvaje. 
Sin embargo, un cromosoma con una mutación cen un exón común a 
ambos tipos de mRNA podría no ser complementado por cualquiera 
de las mutaciones d o e. En otras palabras, la mutación c podría estar 
en los mismos grupos de complementación que las mutaciones d y e, 
¡incluso a pesar de que d y een sí mismos no podrían estar en el mismo 
grupo de complementación! Dada estas complicaciones con la defini- 
ción genética de un gen, suele usarse la definición genómica esboza- 
da al comienzo de esta sección. En el caso de los genes que codifican 
proteínas, un gen es la secuencia de DNA transcripta a partir de un 
precursor de pre-mRNA, equivalente a una unidad de transcripción, 
más cualquier otro elemento regulador necesario para la síntesis del 
transcripto primario. Las diversas proteínas codificadas por los mRNA 
procesados alternativamente y expresados a partir de un gen se deno- 
minan isoformas. 


Los genes que codifican proteínas pueden estar 
solos o pertenecer a una familia génica 


Las secuencias nucleotídicas dentro del DNA cromosómico se pueden cla- 
sificar en base a su estructura y función, como se muestra en el Cuadro 
6-1. Examinaremos las propiedades de cada una de las clases, comenzando 
con los genes que codifican proteínas, los cuales comprenden dos grupos. 
En los organismos multiceluares, aproximadamente el 25-50% de 
los genes que codifican proteínas están representados sólo una vez en el 
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Clase 


Principales clases de DNA eucarlonte y sus representaciones en el genoma humano 


Fracción del genoma 
humano (%) 


Número de copias en el 
genoma humano 


Genes que codifican proteína 0,5-2 200 kb = 25 000 = 5,5" (11,8) 
Genes repetidos en tándem 


U2 snRNA 6,1 kb' 36 < 0,001 


rRNA 43 kb' = 300 0,4 


DNA de secuencia única 


Longitud 


1-500 bp Variable sub 
Repeticiones dispersas (elementos móviles de DNA) 

Transposones de DNA 2-3 kb 300 000 3 
Retrotransposones con LTR 6-11 kb 440 000 8 
Retrotransposones sin LTR 

LINE 6-8 kb 860 000 al 

SINE 100-400 bp 1 600 000 13 
Seudogenes procesados V; 


ariable 1-= 100 = 0,4 
DNA espaciador no clasificadoS 


Variable 


Las unidades de transcripción completas incluyen intrones 
» . . .. . . 

¿Las unidades de transcripción no incluyen intrones. 
Longitud de cada repetición en una secuencia repetida en tándem. 


"Secuencias entre unidades de transcripción que no están repetidas en el genoma; NA = no aplicable. 


FUENTE: International Human Genome Sequencing Consortium, 2001, Nature 409:860 y 2004, Nature 431:931. 


genoma haploide y por ende se denominan genes solitarios. Un ejemplo 
bien estudiado de un gen codificante de proteína es el gen de la lisozima 
de pollo. La secuencia de DNA de 15 kb que codifica lisozima de pollo 
constituye una unidad de transcripción simple que contiene cuatro exo- 
nes y tres intrones. Las regiones que la flanquean, que se extienden por 
alrededor de 20 kp en dirección 5'y 3” de la unidad de transcripción, no 
codifican ningún mRNA detectable. La lisozima, una enzima que escin- 
de los polisacáridos en las paredes celulares bacterianas, es un compo- 
nente abundante de la proteína de la clara de huevo de gallina y también 
se encuentra en las lágrimas humanas. Su actividad ayuda a mantener la 
superficie del ojo y el huevo de la gallina estériles. 

Los genes duplicados constituyen el segundo grupo de genes que 
codifican proteínas. Estos son genes con secuencias cercanas pero no 
idénticas que suelen estar localizadas dentro de los 5-50 kb una de 
otra. Un conjunto de genes duplicados que codifican proteínas con se- 
cuencias aminoacídicas similares pero no idénticas se denomina una 
familia de genes; las proteínas homólogas codificadas, estrechamente 
emparentadas, constituyen una familia de proteínas. Unas pocas fa- 
milias de proteínas, como las proteincinasas, las inmunoglobulinas de 
vertebrados y los receptores olfatorios, incluyen cientos de miembros. 
La mayoría de las familias de proteína, sin embargo, incluyen desde 
unos pocos miembros hasta 30 o más; los ejemplos más comunes son 
las proteínas del citoesqueleto, la cadena pesada de miosina, y las A y 
B-globinas en los vertebrados. 

Los genes que codifican las globinas de tipo $ son un buen ejemplo 
de una familia de genes. Como se muestra en la Figura 6-4a, la fami- 
lia de genes de la globina de tipo 3 contiene cinco genes funcionales 
designados B, 8, A, G, y €; los polipéptidos se designan de manera 
similar. Dos polipéptidos de globina de tipo $ se combinan con dos po- 
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NA =25 


Total de las regiones codificadoras de proteína (exones) 1,1% del genoma. 


lipéptidos a—globina idénticos (codificados por otra familia de genes) 
y cuatro grupos hemo pequeños para formar una molécula de hemog- 
lobina (véase la Fig. 3-13). Todas las hemoglobinas formadas a partir 
de las diferentes globinas transportan oxígeno en la sangre, pero pre- 
sentan propiedades algo diferentes, adaptadas a funciones específicas 
en la fisiología humana. Por ejemplo, las hemoglobinas que contienen 
cualesquiera de los polipéptidos A, 0 GS, se expresan sólo durante la 
vida fetal. Debido a que estas hemoglobinas fetales tienen una mayor 
afinidad por el oxígeno que las hemoglobinas adultas, pueden extraer 
con eficacia el oxígeno a partir de la circulación materna en la placenta. 
La menor afinidad por el oxígeno de las hemoglobinas adultas, que se 
expresan después del nacimiento, permiten una mejor liberación del 
oxígeno hacia los tejidos, en especial los músculos, que tienen una alta 
demanda de oxígeno durante el ejercicio. 
Los diferentes genes de la 
gen ancestral, muy probable 
miento desigual” durante la 
minal en desarrollo (óvulo o espermatozoide, 


te la evolución, las dos copias del gen resultante acumularon mutaciones 


rieron algo de refinamiento 


contemporáneos, observados 

en los seres humanos y otros mamí feros actuales. 

O de globina tipo f humana con- 

amadas pseudogenes, similares 1 
funcionales (véase la Fig. 6-4a). Los 

que estos pseudogenes tienen la mis- 


(a) Grupo de genes de la B-globina humana (cromosoma 11) 


[_] Pseudogen 


l Exón 


UN 
| Sitio Alu 


80 kb 
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(b) S. cerevisiae (cromosoma ll!) 


Es Marco abierto de lectura 


80 kb 


FIGURA 6-4 Comparación de la densidad de genes en los eucarion- 

tes superiores e inferiores. (a) En el diagrama del grupo de genes de la 
PB-globina en el cromosoma humano 11, las cajas verdes representan exones 
de genes de la B-globina relacionados. Los exones procesados juntos para 
formar un mRNA están conectados por líneas en forma de pico. El cluster 

de genes humano de la fB-globina contiene dos seudogenes (blanco); estas 
regiones están relacionadas a los genes del tipo globina funcional pero no se 
transcriben. Cada una de las flechas rojas indica la localización de una secuen- 


ma estructura aparente intrón-exón que los genes funcionales del tipo 
P-globina, lo que sugiere que también surgieron por duplicación del 
mismo gen ancestral. Sin embargo, existió poca presión selectiva para 
mantener la función de estos genes. En consecuencia, la deriva de se- 
cuencias durante la evolución generó secuencias que terminan en la 
traducción o el bloqueo del procesamiento del mRNA, tornando no 
funcionales a estas regiones. Debido a que tales pseudogenes son no 
perjudiciales, permanecen en el genoma y marcan la localización de 
una duplicación génica que ocurrió en uno de nuestros ancestros. 

Las duplicaciones de segmentos de un cromosoma (llamada du- 
plicación segmentaria) se produce con bastante frecuencia durante la 
evolución de plantas y animales multicelulares. Como resultado, una 
gran fracción de los genes en estos organismos actuales se ha duplica- 
do, permitiendo que el proceso de deriva de secuencias genere familias 
de genes y pseudogenes. La extensión de la deriva de secuencias entre 
copias duplicadas del genoma y la caracterización de secuencias homó- 
logas del genoma en organismos relacionados permite una estimación 
del tiempo en la historia evolutiva de cuándo se produjo la duplicación. 
Por ejemplo, los genes de la y-globina fetal humana (G, y A,) evolu- 
cionaron siguiendo la duplicación de una región de 5,5 kb en el locus 
de la B-globina que incluyó el único gen de la y-globina en el ancestro 
común del primate catarrino (monos de Viejo Mundo, monos y seres 
humanos) y los monos platirrinos (monos del Nuevo Mundo) hace 
alrededor de 50 millones de años. 

Aunque los miembros de las familias génicas de surgimiento relati- 
vamente reciente en el tiempo evolutivo, como los genes del locus de la 
P-globina humana, suelen encontrarse cerca uno de otro sobre el mis- 
mo cromosoma, los miembros de las familias génicas también pueden 
encontrarse en cromosomas diferentes en el mismo organismo. Este es 
el caso de los genes de la O:-globina, que fueron separados de los genes 
de la B-globina por una translocación cromosómica ancestral. Tanto 
los genes a- y B-globina y globina evolucionaron a partir de un gen 
de globina ancestral único que fue duplicado (véase la Fig. 6-2b) para 
generar los predecesores de los genes globina en los mamíferos. Ambos 
genes u1- y B-globina primordiales luego atravesaron posteriores du- 
plicaciones para generar los genes diferentes de la agrupación de genes 
que se encuentran en los mamiferos actuales. 


yp1 


cia Alu, una secuencia repetida no codificante de = 300 pb que es abundante 
en el genoma humano. (b) En el diagrama del DNA de levadura del cromoso- 
ma Ill, los recuadros verdes indican marcoslabiertos de lectura. La mayoría de 
estas secuencias no codificantes son genes funcionales sin intrones. Nótese la 
mucha mayor proporción en el DNA humano de secuencias no codificantes 
sobre secuencias codificantes respecto del DNA de levadura. (Parte [a]. véase F. S 
Collins y S. M. Weissman, 1984, Prog. Nucl. Acid Res. Mol. Biol. 31:315. Parte [b], véase S. G. Oliver y col. 1992, 
Nature 357:28.) 


Diversas familias de genes distintos codifican las diferentes proteí- 
nas que constituyen el citoesqueleto. Estas proteínas están presentes en 
cantidades que varían en casi todas las células. En los vertebrados, las 
principales proteínas del citoesqueleto son actina, tubulina y proteínas 
de los filamentos intermedios como la queratina, que se analizan en los 
Capítulos 17, 18 y 20. Examinaremos el origen de una de tales familias, 
la familia de la tubulina, en la Sección 6.5. Aunque la proporción fisio- 
lógica para las familias de proteínas del citoesqueleto no es tan evidente 
como lo es para las globinas, los diferentes miembros de una familia 
probablemente tienen funciones similares pero sutilmente diferentes 
según el tipo particular de célula en la cual se expresan. 


Los productos génicos más utilizados están 
codificados por múltiples copias de genes 


En los vertebrados e invertebrados, los genes que codifican RNA 
ribosómico y algunos otros RNA que no codifican proteínas como 
aquellos involucrados en el corte y empalme del RNA aparecen como 
repeticiones en tándem. Éstas se distinguen de los genes duplicados de 
las familias de genes en que los múltiples genes repetidos en tándem 
codifican proteínas idénticas o casi idénticas o RNA funcionales. Con 
frecuencia, las copias de una secuencia aparecen una después de la 
otra, en una disposición de cabeza-cola, a lo largo de un segmento de 
DNA. Dentro de una disposición en tándem de genes de rRNA, cada 
copia es casi exactamente igual a todas las otras. Aunque las porciones 
transcriptas de genes de rRNA son las mismas en un individuo dado, 
las regiones espaciadoras no transcriptas entre las regiones transcrip- 
tas pueden variar. 

Estos genes de RNA repetidos en tándem son necesarios para 
satisfacer la demanda celular para sus transcriptos. Para compren- 
der por qué, consideremos que durante una generación celular se 
puede producir un número máximo y fijo de copias de RNA a partir 
de un único gen cuando el gen está totalmente cargado con mo- 
léculas de RNA polimerasas. Si se requiere más RNA de lo que se 
puede transcribir a partir un gen, son necesarias múltiples copias 
del gen. Por ejemplo, durante el desarrollo embrionario en los seres 
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humanos, muchas células embrionarias tienen un tiempo de dupli- 
cación de = 24 horas y contienen 5-10 millones de ribosomas. Para 
producir suficiente rRNA para formar tantos ribosomas, una cólula 


humana embrionaria necesita al menos 100 copias del rRNA de la 
subunidad mayor y menor, y la mayoría de estas copias debe estar 
cerca para activarse lo más posible y que la célula se divida cada 24 
horas. Es decir, múltiples RNA polimerasas deben transcribir cada 
gen de rRNA al mismo tiempo (véase la Fig. 8-36). En efecto, todos 
los eucariontes, incluyendo a las levaduras, contienen 100 o más 
copias de los genes que codifican rRNA 5S y la subunidad mayor y 
menor de los rRNA. 

También existen copias múltiples de los genes tRNA y los genes 
que codifican las proteínas histonas. Como se verá más adelante en 
este capítulo, las histonas se unen y organizan el DNA nuclear. Al 
igual que la célula requiere múltiples copias de genes de rRNA y tRNA 
para mantener una traducción eficaz, se necesitan múltiples copias 
de los genes de histonas para unir la gran cantidad de DNA nuclear 
producida en cada ronda de replicación. Mientras que los genes de 
IRNA e histonas suelen presentarse en grupos, en general éstos no se 
presentan en tándem en el genoma humano. 


Los genes que no codifican proteínas 
codifican RNA funcionales 


Además de los genes de rRNA y URNA, existen cientos de genes adicio- 
nales que se transcriben en RNA y que no codifican proteínas, algunos 
con varias funciones conocidas y muchos cuyas funciones aún se des- 
conocen. Por ejemplo, el RNA pequeño nuclear (snaRNA) funciona en 
el proceso de corte y empalme del RNA, y los RNA nucleolares peque- 
ños (snoRNA) actúan en el procesamiento del rRNA y la modificación 
de bases en el nucléolo. La RNasa P funciona en el procesamiento del 
tRNA, y una gran familia (1 000) de micro RNA (miRNA) cortos regula 
la traducción y la estabilidad de mRNA específicos. Las funciones de 
estos RNA que no codifican proteínas se analiza en el Capítulo 8. Un 
RNA que se encuentra en la telomerasa (véase la Fig. 6-47) funciona en 
el mantenimiento de la secuencia en los extremos de los cromosomas 
y el RNA 7SL funciona en la importación de las proteínas secretadas y 
la mayoría de las proteínas de membrana en el retículo endoplasmá- 
tico (Cap. 13). Estas y otras propiedades de los RNA que no codifican 
proteínas en el genoma humano y sus funciones, cuando se conocen, se 
presentan en el Cuadro 6-2. 


Cuadro 6-2 | RNA conocidos que no codifican proteínas y sus funciones 


Número de genes del e 
RNA Función 
genoma humano 


rRNAs = 300 Síntesis de proteína 

tRNAs = 500 Síntesis de proteína 

snRNAs =80 Corte y empalme de mRNA 

U7 snRNAs 1 Procesamiento 3” de mRNA de histona 

snoRNAs = 85 Procesamiento de pre-mRNA y modificación de rRNA 
miRNAs = 1000 Regulación de la expresión génica 


PA gg. ..O ev KA<€á>=>*?+ O OA 


Inactivación del cromosoma X 


[ÓÓohóÓxcoo »P»Pxorz>o>pEOE E Ep E mEmPEPE E E Me NRO 0 EE--_ => —+>+«M> O A A PP 


7SK 1 Control de la transcripción 


€ —_—_—____—__ __—___—_—_ | 


RNasa P RNA l Procesamiento 5'de tRNA 


—_— ———______—___________——————euuuo—a o QIOq 


7SL RNA 3 Secreción de proteína (componente de la partícula de reconocimiento de la señal, SRP) 


RNasa MRP RNA 1] Procesamiento de rRNA 


K_—_—___———.—__—_——++4+41414 1 ||, 


Telomerase RNA ] Molde para la adición de telómeros 


Vault RNAs 3 Componentes de las ribonucleoproteínas Vault (RNP), función desconocida 
hY1, hY3, hY4, hY 5 = 30 Componentes de las ribonucleoproteínas (RNP), función desconocida 
H19 ] Desconocida 


—_——_—_—_a—na————_——_———  _ _ __ ____ __ ooo. lll), 


MENTE Internabonal Human Genome Sequencing Consortium, 2001, Nature 409860 y P.D. Zamore y B. Haley, 2005, Science 309:1519. 
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CONCEPTOS CLAVE de la Sección 6.1 


Estructura de genes eucariontes 


* En términos moleculares, un gen es la secuencia de DNA completa 
necesaria para sintetizar una proteína funcional o molécula de RNA. 
Además de las regiones codificantes (exones), un gen incluye regiones 
control y, a veces, intrones. 


* Una unidad de transcripción simple de eucarionte produce un mRNA 
monocistrónico, que es traducido a una proteína única. 


* Una unidad de transcripción compleja de eucarionte es transcrip- 
ta a un transcripto primario que puede ser procesado en dos o más 
mRNA monocistrónicos diferentes dependiendo de la elección de 
los sitios de corte o de los sitios de poliadenilación. Una unidad de 
transcripción compleja con promotores alternativos o sitios de polia- 
denilación alternativos también genera dos o más mRNA diferentes 
(véase la Fig. 6-3b). 


* Muchas unidades de transcripción compleja (p. ej., el gen de la fibro- 
nectina) expresan un mRNA en un tipo de célula y un mRNA alterna- 
tivo en otro tipo diferente. 


* Alrededor de la mitad de los genes que codifican proteínas en el DNA 
genómico de vertebrados son genes solitarios, que se presentan sólo 
una vez en el genoma haploide. Los restantes son genes duplicados, que 
surgen por duplicación de un gen ancestral y subsecuentes mutacio- 
nes independientes (véase la Fig. 6-2b). Las proteínas codificadas por 
una familia génica tienen secuencias aminoacídicas homólogas pero no 
idénticas y exhiben propiedades similares pero levemente diferentes. 


* En los vertebrados y los invertebrados, los rRNA están codificados por 
múltiples copias de genes localizados en agrupamientos en tándem en el 
DNA genómico. También existen múltiples copias de tRNA y genes de 
histonas en agrupaciones, pero en general no se presentan en tándem. 


* Muchos genes también codifican RNA funcionales que no se traducen 
a proteína pero no obstante llevan a cabo funciones importantes, como 
los rRNA, tRNA y snRNA. Entre éstos están los microRNA, posible- 
mente hasta 1 000 en los seres humanos, cuya importancia biológica en 
la regulación de la expresión génica se ha apreciado sólo recientemente. 


6.2 Organización cromosómica de los genes 
y el DNA no codificante 


Ya revisadas las relaciones entre los genes y las unidades de transcrip- 
ción, ahora se examinará la organización de los genes en los cromo- 
somas y la relación entre las secuencias de DNA no codificante y las 
secuencias codificantes. 


Los genomas de muchos organismos contienen 
DNA no funcional 


Las comparaciones del DNA cromosómico total por célula en diversas 
especies sugirieron al principio que mucho del DNA en ciertos orga- 
nismos no codifica RNA ni tiene una función reguladora evidente. Por 


ejemplo, las levaduras, las moscas de las fruta, las gallinas y los seres 
humanos tienen sucesivamente más DNA en sus conjuntos de cromo- 
somas haploides (12; 180; 1 300; y 3 300 Mb respectivamente), en con- 
sonancia con la percepción que tenemos de la complejidad respectiva 
de estos organismos. Sin embargo, los vertebrados con la mayor canti- 
dad de DNA por célula son los anfibios, que por supuesto son menos 
complejos que los seres humanos en su estructura y comportamiento. 
Más sorprendente aún es que las especies de protozoos unicelulares 
Amoeba dubia tienen 200 veces más DNA por célula que los seres hu- 
manos. Muchas especies de plantas también tienen considerablemente 
más DNA por célula que los seres humanos. Por ejemplo, los tulipanes 
tienen 10 veces más DNA por célula que los seres humanos. El conteni- 
do de DNA por célula también varía considerablemente entre especies 
relativamente cercanas. Todos los insectos o todos los anfibios parece- 
rían ser similarmente complejos, pero la cantidad de DNA haploide en 
las especies dentro de cada una de estas clases filogenéticas varía por 
un factor de 100. 

Las secuenciación detallada y la identificación de los exones en 
el DNA cromosómico ha proporcionado evidencia directa de que los 
genomas de los eucariontes superiores contienen grandes cantidades 
de DNA no codificante. Por ejemplo, sólo una pequeña porción de 
la agrupación de genes B-globina de los seres humanos, alrededor de 
80 kb de longitud, codifican proteína (véase la Fig. 6-4a). En contraste, 
un segmento de 80 kb de largo del DNA de la levadura $. cerevisiae, 
un eucarionte unicelular, contiene muchas secuencias codificadoras de 
proteínas estrechamente espaciadas, sin intrones y con relativamente 
mucho menos DNA no codificante (véase la Fig. 6-4b). Más aún, en 
comparación con otras regiones de DNA de vertebrados, la agrupación 
de genes [B-globina es inusualmente rica en secuencias codificadoras 
de proteínas, y los intrones en los genes globina son considerablemen- 
te más cortos que aquellos en la mayoría de los genes humanos. Las 
proteínas globina abarcan > 50 proteínas del total de proteínas tota- 
les que desarrollan los eritrocitos (reticulocitos) y los genes globina se 
expresan a tasas máximas, p. ej., una RNA polimerasa nueva inicia la 
transcripción tan pronto como la anterior polimerasa transcribe lo su- 
ficientemente lejos del promotor como para permitir que una segunda 
RNA polimerasa se ligue e inicie. En consecuencia, ha existido una pre- 
sión evolutiva para que pequeños intrones evolucionen y se conviertan 
en genes globina que son compatibles con las altas tasas requeridas de 
transcripción y procesamiento de mRNA globina. Sin embargo, la vasta 
mayoría de los genes humanos se expresan a niveles mucho más bajos, 
requiriendo producciones de un mRNA codificado en una escala de 
tiempo que va de sólo unas decenas de minutos a horas. Por lo tanto, ha 
existido poca presión selectiva para reducir los tamaños de los intrones 
en la mayoría de los genes humanos. 

La densidad de genes varía mucho en diferentes regiones del DNA 
cromosómico humano, desde regiones “ricas en genes”, como el grupo 
de P-globina, hasta grandes “desiertos de genes” pobres en genes. Del 
96% del DNA genómico humano que se ha secuenciado, sólo = 1,5% 
corresponde a secuencias codificadoras de proteínas. En la sección an- 
terior aprendimos que las secuencias intrónicas de la mayoría de los 
genes humanos son significativamente más largas que las secuencias de 
exones. Se cree que aproximadamente un tercio del DNA genómico hu- 
mano es transcripto a precursores de mRNA o a RNA que no codifica 
proteínas en una célula u otra, pero un 95% de esta secuencia es intró- 
nica. Esto representa un gran fracción del genoma total. Los restantes 
dos tercios del DNA humano es DNA no codificante entre genes como 
así también regiones de secuencias de DNA repetidas que constituyen 
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los centrómeros y los telómeros de los cromosomas humanos. En con- 
secuencia, = 98,5% del DNA humano ces no codificante, 

Diferentes presiones selectivas durante la evolución pueden expli- 
car, al menos en parte, esta diferencia notable en la cantidad de DNA 
no funcional en diferentes organismos. Por ejemplo, muchos microor- 
ganismos deben competir con otras especies de microorganismos en el 
mismo ambiente por cantidades limitadas de nutrientes, y una econo- 
mía metabólica es una característica crucial. Puesto que la síntesis de 
DNA no funcional (es decir, no codificante) requiere tiempo, nutrien- 
tes y energía, presumiblemente existió presión selectiva para perder 
DNA no funcional durante la evolución de muchos microorganismos 
de crecimiento rápido como la levadura S. cerevisiae. Por otro lado, 
la selección natural en los vertebrados depende en gran parte de su 
comportamiento. La energía invertida en la síntesis de DNA es insig- 
nificante en comparación con la energía metabólica necesaria para el 
movimiento de músculos; por consiguiente debe haber existido poca 
presión selectiva para eliminar el DNA no funcional en los vertebrados. 
También, el tiempo de replicación de las células en la mayoría de los 
organismos multicelulares es mucho más largo que en los microorga- 
nismos de crecimiento rápido, por lo que hubo poca presión selectiva 
para la eliminación del DNA no funcional con el fin de permitir la re- 
plicación celular rápida. 


La mayoría de las secuencias simples de DNA están 
concentradas en localizaciones cromosómicas 
específicas 


Además de los genes codificadores de proteínas duplicados y de los ge- 
nes repetidos en tándem, las células eucariontes contienen múltiples 
copias de otras secuencias de DNA en el genoma, en general denomina- 
do como DNA repetitivo (véase el Cuadro 6-1). De los dos tipos prin- 
cipales de DNA repetitivo, el menos prevalente es el DNA de secuencia 
simple o DNA satélite, que constituye alrededor del 6% del genoma 
humano y está compuesto por repeticiones, perfectas o casi perfectas, 
de secuencias cortas repetitivas. El tipo más común de DNA repetitivo, 
colectivamente denominado repeticiones dispersas, está compuesto de 
secuencias mucho más largas. Estas secuencias, que consisten en di- 
versos tipos de elementos transponibles, se analizan en la Sección 6.3, 

La longitud de cada repetición en el DNA de secuencia simple pue- 
de variar de 1 a 500 pares de bases. Los DNA de secuencia simple en los 
cual las repeticiones contienen 1-13 pares de bases suelen denominarse 
microsatélites. La mayoría de los DNA microsatélites tiene una longitud 
de repetición de 1-4 pares de bases y suele presentarse en tándem de 
150 repeticiones o menos. Se cree que los microsatélites se han origi- 
nado por “deslizamientos hacia atrás” de una hebra hija sobre su hebra 
molde durante la replicación del DNA, de manera tal que la misma 
secuencia corta es copiada dos veces (Fi g- 6-5). 


may De manera ocasional, los microsatélites se producen dentro de 

unidades de transcripción. Algunos individuos nacen con un nú- 
mero mayor de repeticiones en genes específicos respecto de los obser- 
vados en la población general, presumiblemente debido a un desliza- 
miento de la hebra hija durante la replicación del DNA en una célula 
germinal a partir de la cual se desarrolla. Se ha encontrado que tales 
microsatélites expandidos causan al menos 14 tipos diferentes de enfer- 
medades neuromusculares, según el gen en el cual se producen. En al- 
gunos casos los microsatélites expandidos se comportan como una 
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mutación recesiva debido a que interheren con la expresión o función 
del gen codificado. Pero en los pos más comunes de enfermedades 
asociadas con las repeticiones cxpandidas de microsatélites, coma la 
enfermedad de Huntington y la distrofia miotónica tipo l, las repeticio- 
nes expandidas se comportan como mutaciones dominantes. En algu- 
nas enfermedades producidas por repeticiones de microsatélites, las 
repeticiones de tripletes se producen dentro de una región codificante, 
lo que deviene en la formación de polímeros largos de un solo aminoá- 
cido que podrían agregarse con el tiempo en células neuronales de vida 
larga y eventualmente interferir con la función celular normal. Por 
ejemplo, la expansión de la repetición CAG en el primer exón del gen 
de Huntington lleva a la síntesis de largos segmentos de poliglutamina 
que con el paso de las décadas forma agregados tóxicos que dan como 
resultado la muerte celular neuronal en la enfermedad de Huntington. 

Las repeticiones expandidas patogénicas pueden también produ- 
cirse en las regiones no codificantes de algunos genes, donde se cree 
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DNA hijo con una repetición extra 


FIGURA 6-5 Generación de repeticiones microsatélites por desliza- 
miento hacia atrás de la hebra hija naciente durante la replicación del 
DNA. Si durante la replicación (a), la hebra hija naciente se desliza" hacia atrás 
respecto de la hebra molde por una repetición, se añade una copla de una 
nueva repetición a la hebra hija cuando la replicación del DNA continúa (b) 
Una copia extra de la repetición forma un bucle de una hélice en la hebra hija 
de la molécula hija de DNA dúplex. Si este de una hélice hebra no es eliminado 


por las proteínas de la reparación del DNA antes d 
replicación de DNA (c), la copia extra de la re 
moléculas doble hebra de DNA hija. 


e la siguiente ronda de 
petición se añade a una de las 


que funcionan como mutaciones dominantes debido a que interfie- 
ren con el procesamiento del RNA de un subgrupo de mRNA en las 
células musculares y neuronas donde los genes afectados se expresan. 
Por ejemplo, en los pacientes con distrofia miotónica tipo 1, los trans- 
criptos del gen DMPXK contienen entre 50 a 1 500 repeticiones de la 
secuencia CUG en la región 3” no traducida, en comparación con las 5 
a 34 repeticiones en los individuos normales. Se cree que el segmento 
extendido de las repeticiones CUG en los individuos afectados forma 
largas horquillas de RNA (véase la Fig. 4-9) que unen y secuestran pro- 
teínas de unión al RNA nuclear que normalmente regulan el corte y 
empalme alternativo de RNA de un subgrupo de pre-mRNA esenciales 
para la función de las células nerviosas y musculares. IM 


La mayoría de las secuencias simples de DNA satélite están com- 
puestas de repeticiones de 14-500 pares de bases en agrupamientos 
en tándem de 20-100 kb. Estudios de hibridaciones in situ con cro- 
mosomas en metafase localizaron estas secuencias simples de DNA 
en regiones específicas. Mucho de este DNA se encuentra cerca de los 
centrómeros, las regiones cromosómicas discretas que se adhieren a los 
microtúbulos del uso durante la mitosis y la meiosis (Fig. 6-6). Los 
experimentos en la levadura Schizosaccharomyces pombe indican que 
estas secuencias son necesarias para formar una estructura de cromati- 
na especializada denominada heterocromatina centromérica, necesaria 


FIGURA EXPERIMENTAL 6-6 El DNA de secuencia simple está localizado 
en el centrómero en los cromosomas murinos. El DNA de secuencia sim- 
b'e purihcado de células se copió in vitro usando DNA polimerasa | de £. coli y 
ONTP marcados con fluorescencia para generar Una "sonda" de DNA fluorescen- 
temerte marcada para el DNA munno de secuencia simple. Los cromosomas 
de cé vias rmurmas se fijaron y se desnaturalizaron en un portaobjeto para mi- 
el DNA cromosómico se hibrido in situ a la sonda marcada 
¿lazo El ponaonyetos fue teñido CON DAPI, un colorante que se une al DNA, 
1ud completa de los crOMoOSOMAas (azul oscuro). La mi- 
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para la segregación adecuada de cromosomas a las células hijas durante 
la mitosis. El DNA de secuencia simple también se encuentra en largas 
repeticiones en tándem en los extremos de los cromosomas y evita su 
unión a los extremos de otras moléculas de DNA, como se analizará 


luego en la última sección de este capítulo. 


Las huellas genéticas dependen de las diferencias 
en la longitud de los DNA de secuencia simple 


Dentro de una especie, las secuencias nucleotídicas de las unidades de 
repetición compuestas por agrupamientos en tándem de DNA de se- 
cuencia simple están altamente conservadas entre los individuos. En 
contraste, el número de repeticiones, y por consiguiente la longitud 
de los agrupamientos en tándem de secuencia simple que contienen 
la misma unidad de repetición, es bastante variable entre los indivi- 
duos. Se cree que estas diferencias en la longitud resultan del entre- 
cruzamiento desigual dentro de regiones de DNA de secuencia simple 
durante la meiosis. Como consecuencia de este entrecruzamiento des- 
igual, las longitudes de algunos arreglos en tándem son únicas en cada 
individuo. 

En los seres humanos y otros mamíferos, algunas de estas secuencias 
de DNA existen en regiones relativamente cortas de 1 a 5 kb, compues- 
tas de 20-50 unidades de repetición, cada una conteniendo = 14-100 
pares de bases. Estas regiones se denominan minisatélites, en contraste a 
los microsatélites formados por repeticiones en tándem de 1-13 pares de 
bases. Incluso se pueden detectar leves diferencias en las longitudes to- 
tales de varios minisatélites de diferentes individuos mediante Southern 
blot (véase la Fig. 5-26). Esta técnica fue explotada en la primera apli- 
cación de las huellas genéticas (DNA fingerprinting), que se desarrolló 
para detectar polimorfismos de DNA (p. ej., diferencias en secuencia 
entre individuos de las mismas especies, Fig. 6-7). En la actualidad, se 
suele usar la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR, Fig. 
5-20), más sensitiva, en las pruebas genéticas forenses. En la actualidad 
suelen analizarse las secuencias de DNA microsatélite de repeticiones 
cortas en tándem de cuatro bases en = 30-50 copias. El número exacto 
de repeticiones varía generalmente en los dos cromosomas homólogos 
del individuo donde se presentan (uno heredado del padre y el otro de 
la madre) y en el cromosoma Y de los varones. Una mezcla de pares de 
cebadores de PCR que hibridan con secuencias únicas que flanquean 13 
de estas repeticiones cortas en tándem y una repetición corta en tándem 
del cromosoma Y se utilizan para amplificar DNA en una muestra. La 
mezcla resultante de longitudes de productos PCR es única en la po- 
blación humana, excepto para gemelos idénticos. El uso de los méto- 
dos de PCR permite el análisis de cantidades diminutas de DNA, y los 
individuos pueden distinguirse más precisa y eficazmente que por los 
métodos convencionales de huellas dactilares. 


El DNA espaciador no clasificado ocupa una porción 
significativa del genoma 


Como lo muestra el Cuadro 6.1, = 25% del DNA humano se encuentra 
entre unidades de transcripción y no se repite en otro lugar del genoma. 
Mucho de este DNA probablemente surgió a partir de elementos trans- 
ponibles ancestrales que acumularon tantas mutaciones en el trans- 
curso del tiempo evolutivo que ya no pueden ser reconocidas como 
surgidas de esta fuente (véase la Sección 6.3). Las regiones de control de 
la transcripción del orden de las 50-200 pares de bases de longitud que 
ayudan a regular la transcripción desde promotores distantes también 
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FIGURA 6-7 Distinción de individuos por huella genética. (a) En este 
análisis de paternidad, se determinaron diversas longitudes de repeticiones 
minisatélite mediante análisis de Southern blot del DNA genómico digerido 
con enzimas de restricción e hibridación con una sonda para una secuencia 
compartida por diversas secuencias de microsatélites. Esto generó patrones 
multibanda hipervariables para cada individuo llamados “huellas genéticas". 

La línea M muestra el patrón de las bandas de los fragmentos de restricción 
usando el DNA de la madre; C, usando el DNA del niño; y F1 y F2 usando DNA 
de dos padres potenciales. El niño tiene longitudes de repeticiones minisatélites 
heredadas de la madre o de F1, lo que demuestra que F1 es el padre. Las flechas 
indican los fragmentos de restricción de F1, pero no de F2, que se encuentran 
en el DNA del niño. (b) En estas “huellas dactilares de DNA" de un espécimen 
aislado a partir de una víctima de violación y de tres hombres sospechosos del 
crimen, está claro que las longitudes de las repeticiones de los microsatélites en 
el espécimen coinciden con el sospechoso 1. El DNA de la víctima no se incluyó 
en el análisis para asegurar que el DNA del espécimen no se contaminara con el 
DNA de la víctima. (DeT. Strachan y A P. Read, Human Molecular Genetics 2, 1999, John Wiley 8. Sons) 


se presenta en estos segmentos largos de DNA espaciador no clasifi- 
cado. En algunos casos, las secuencias de este DNA aparentemente no 
funcional se han conservado durante la evolución de todos modos, lo 
que indica que pueden llevar a cabo una función significativa que aún 
no se entiende. Por ejemplo, podrían contribuir a las estructuras de los 
cromosomas analizados en la Sección 6-7. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 6.3 


Organización cromosómica de los genes y 
DNA no codificante 


* En los genomas de procariontes y de la mayoría de los eucariontes in- 
feriores, que contienen pocas secuencias no funcionales, las regiones no 
codificantes están densamente organizadas a lo largo del DNA genómico. 
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secuencias repetidas. En los seres humanos, sólo alrededor del 1,5% de 
total del DNA (los exones) realmente codifica proteínas o RNA fun. 
cional. 

« La variación en la cantidad de DNA no sl ad E cd ñ 
varias especies es en gran medida responsable de la falta de una relación 


consistente entre la cantidad de DNA en los cromosomas haploides de 


un animal o planta y su complejidad filogenética. 


* El DNA genómico eucarionte consiste en tres clases principales de 
secuencias: genes que codifican proteínas y RNA funcional, DNA repe. 


titivo y DNA espaciador (véase el Cuadro 6-1). 


* Los DNA de secuencia simple, secuencias cortas repetidas en agrupa- 
mientos en tándem largos, se localizan preferentemente en los centró- 
meros, telómeros y localizaciones específicas dentro de los brazos de 


cromosomas particulares. 


* La longitud de un agrupamiento en tándem particular de secuencia 
simple es bastante variable entre los individuos de una especie, pro- 
bablemente debido al entrecruzamiento desigual durante la meiosis. 
Las diferencias en las longitudes de algunos agrupamientos en tándem 
forman la base para la huella genética (véase la Fig. 6-7). 


6.3 Elementos transponibles (móviles) de DNA 


Las repeticiones dispersas, el segundo tipo de repeticiones de DNA en 
los genomas eucariontes, están compuestos de una gran cantidad de 
copias de relativamente pocas familias de secuencias (véase el Cuadro 
6-1). También conocidas como DNA moderadamente repetitivo o DNA 
de repetición intermedia, estas secuencias están diseminadas a lo largo 
de todos los genomas de mamíferos y constituyen = 25-50% del DNA 
de mamífero (= 45% del DNA humano). 

Debido a que las repeticiones dispersas tienen la capacidad única 
de “moverse” en el genoma, colectivamente se las denomina como ele- 
mentos transponibles de DNA o elementos móviles de DNA (se usan estos 
dos términos indistintamente). Aunque los elementos transponibles de 
DNA originalmente se descubrieron en los eucariontes, también se en- 
cuentran en procariontes. El proceso Por el cual estos elementos son 
copiados e insertados en un sitio nuevo en el genoma es la transpo- 
sición. Los elementos transponibles de DNA son esencialmente sim- 
biontes moleculares que en la mayoría de los casos parecen no tener 
otra función específica en la biología de sus organismos huéspedes, y 


que existen sólo para mantenerse a sí mismos. Por esta razón, Francis 
Crick se refirió a ellos como “DNA egoísta”. 


chos eucariontes. 


Los elementos móviles no sólo son la fuente de mucho DNA pre- 
sente en nuestros genomas, sino que ellos también proporcionan un 
segundo mecanismo, además de la recombinación meiótica, para pro- 
ducir reordenamientos de DNA cromosómico durante la evolución 
(véase la Fig. 6-2). Una razón para esto es que durante la transposición 
de un elemento móvil particular, a veces también se moviliza el DNA 
adyacente (véase la Fig. 6-19 más adelante en éste capítulo). La trans- 
posición se produce raramente: en los seres humanos, alrededor de una 
transposición de la línea germinal por cada ocho individuos. Puesto 
que el 98,5% de nuestro DNA es no codificante, la mayoría de las trans- 
posiciones no tienen efectos deletéreos. Pero con el tiempo cumplieron 
una parte esencial de la evolución de los genes que tienen múltiples 
exones y de los genes cuya expresión se restringe a tipos celulares es- 
pecíficos o a períodos del desarrollo. En otras palabras, a pesar de que 
los elementos transponibles probablemente evolucionaron como sim- 
biontes celulares, ellos han tenido una función importante en la evolu- 
ción de organismos multicelulares complejos. 

La transposición también se produce dentro de una célula somá- 
tica; en este caso la secuencia que se transpone sólo se transmite a las 
células hijas derivadas de esa célula. En casos raros, dicha transposición 
de célula somática puede llevar a una mutación de la célula somática 
con efectos fenotípicos perjudiciales, por ejemplo, la inactivación de un 
gen supresor de tumores (Capítulo 24). En esta sección, describimos 
primero la estructura y los mecanismos de transposición de los princi- 
pales tipos de elementos transponibles de DNA y luego consideramos 
sus probables funciones en la evolución. 


El movimiento de los elementos móviles involucra 
un intermediario de DNA o RNA 


Bárbara McClintock descubrió los primeros elementos móviles mien- 
tras hacía experimentos genéticos clásicos en maizales (maíz) durante 
la década de 1940. Ella caracterizó entidades genéticas que podían mo- 
verse hacia adentro y hacia afuera de los genes, cambiando el fenotipo 
de los granos de maíz. Sus teorías fueron muy controvertidas hasta que 
se descubrieron elementos móviles similares en las bacterias, donde se 
caracterizaron como secuencias de DNA específicas y se descifraron las 
bases moleculares de su transposición. 

Una investigación sobre los elementos móviles progresó y se en- 
contró que se dividen en dos categorías: (1) aquellos que se transponen 
directamente como DNA y (2) aquellos que se transponen a través de 
un intermediario de RNA transcrito a partir de un elemento móvil por 
una RNA polimerasa y luego convertido nuevamente en DNA doble 
hebra mediante una transcriptasa inversa (Fig. 6-8). Los elementos 
móviles que transponen directamente como DNA suelen denominarse 
transposones de DNA o simplemente transposones. Los transposones 
de DNA eucarionte se escinden ellos mismos en un lugar del genoma, 
dejando ese sitio y moviéndose a otro. Los elementos móviles que se 
transponen a sitios nuevos en el genoma a través de un intermediario 
de RNA se denominan retrotransposones. Los retrotransposones sin- 
tetizan una copia de RNA de sí mismos e introducen esta copia nueva 
en otro sitio del genoma, mientras que también permanece en la loca- 
lización original. El movimiento de los retrotransposones es análogo al 
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as FIGURA 6-8 Dos clases principales de elementos 

DNA DNA móviles. (a) Los transposones de DNA eucarionte 

diana diana (naranja) se mueven a través de un intermediario de 
DNA, el cual es cortado a partir del sitio donante. (b) Los 
retrotransposones (verde) se transcriben primero a una 
molécula de RNA, que luego mediante transcripción 

EOS inversa se convierte en DNA doble hebra. En ambos 


INS + — — AE 


Elementos móviles 
transpuestos 


casos, el intermediario de DNA doble hebra se integra 
al DNA del sitlo diana para completar el movimiento. 
Así los transposones de DNA se mueven por un mecd- 
nismo de corte y empalme. 
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proceso infeccioso de los retrovirus (Fig. 4-49). De hecho, los retrovirus 
pueden pensarse como retrotransposones que desarrollaron genes que 
codifican cubiertas virales, permitiendo así que ellos se transpongan 
entre células. Los retrotransposones fueron posteriormente clasificados 
en base a sus mecanismos específicos de transposición. Para resumir, 
los transposones de DNA pueden pensarse como un mecanismo de 
transposición por “corte y empalme”, mientras que los retrotransposo- 
nes se mueven por un mecanismo de “copia y empalme” en el cual la 
copia es un intermediario de RNA. 


Los transposones de DNA están presentes 
en los procariontes y los eucariontes 


La mayoría de los elementos móviles en las bacterias se transponen direc- 
tamente como DNA. Por el contrario, la mayoría de los elementos mó- 
viles en los ecuariontes son retrotransposones, pero también existen los 
transposones de DNA eucarionte. De hecho, los elementos móviles ori- 
ginales descubiertos por Bárbara McClintock son transposones de DNA. 


Secuencias de inserción bacteriana Los primeros conocimientos 
moleculares de los elementos móviles provienen del estudio de cier- 
tas mutaciones de E. coli causadas por la inserción espontánea de una 
secuencia de DNA, = 1-2 kb de longitud, dentro de la mitad de un 
gen. Estos segmentos de DNA insertados se denominan secuencias de 
inserción o elementos IS. Hasta ahora, se han encontrado más de 20 
diferentes elementos IS en E. coli y otras bacterias. 

La transposición de un elemento IS es un acontecimiento muy 
raro, que sólo tiene lugar en una de 10-10” células por generación, 
dependiendo del elemento IS. A menudo, las transposiciones inacti- 
van genes esenciales, matando la célula huésped y el elemento 15 que 
transporta. Por lo tanto, las altas tasas de transposición probable- 
mente podrían conducir a una tasa de mutación demasiado grande 
para que el organismo huésped sobreviva. Sin embargo, como los 
elementos IS se transponen más o menos en forma aleatoria, algu- 
nas secuencias de transposición entran en regiones no esenciales del 
genoma (p. ej., regiones entre genes), permitiendo que la célula so- 
breviva. A una tasa muy baja de transposición, la mayoría de las cé- 
lulas huéspedes sobreviven y por consiguiente propagan el elemento 
simbiótico IS. Los elementos IS también se pueden insertar en plás- 
midos o virus lisogénicos y por ende se transfieren a otras células. De 
esta forma, los elementos IS pueden transponer a los cromosomas de 
las células vírgenes. 

La estructura general de los elementos IS se esquematiza en Fig. 
6-9. En cada extremo de una secuencia de inserción, invariablemente 
hay una repetición invertida de = 50 pares de bases. En una repetición 
invertida, la secuencia 5'> 3'en una hebra se repite en la otra, de la 


siguiente forma: 


—> 

Y CAGO=——LCTCS 

FUI 06AGS 
tE 


Entre las repeticiones invertidas se encuentra una región que co- 
difica la tramsposasa, una enzima necesaria para la transposición del 
clernento 1S a un sitio nuevo. La transposasa se expresa muy raramente, 
lo que explica la frecuencia muy baja de transposición. Una caracterís- 
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¡ de los elementos IS bacterianos. La región 
elemento IS, que codifica una o dos enzimas 


necesarias para la transposición, está flanqueada por yea repetición invertida en 
cada extremo. Las secuencias de las repeticiones invertidas son Cas! idéntcas, 
pero están orientadas en direcciones opuestas. La secuencia es característica 
de un elemento IS particular. Las repeticiones directas cortas 5" y 3" (opuestas a 
las invertidas) no se transponen con el elemento de inserción; por el contrario, 
ellas son secuencias de sitio de inserción que se duplican, con una copia en 
cada extremo, durante la inserción de un elemento móvil. La longitud de las re- 
peticiones directas es constante para un elemento IS dado, pero sus secuencias 
dependen del sitio de inserción y por lo tanto varían con cada transposición del 
elemento 15. Las flechas indican la orientación de la secuencia. Las regiones en 
este diagrama no están en escala; las regiones codificantes constituyen la mayor 


parte de la longitud de un elemento IS. 


FIGURA 6-9 Estructura genera 
central relativamente larga de un 


tica importante de los elementos 15 es la presencia de una secuencia de 
repetición directa corta, que contiene 5-11 pares de bases, dependiendo 
del elemento IS, inmediatamente adyacente a ambos extremos del ele- 
mento insertado. La longitud de la repetición directa es característica 
de cada tipo de elemento IS, pero su secuencia depende del sitio diana 
donde una copia particular del elemento IS se inserta. Cuando se com- 
para la secuencia de un gen mutado que contiene un elemento 1$ inser- 
tado con la secuencia salvaje del gen, sólo se encuentra una copia de la 
secuencia de repetición directa en el gen salvaje. La duplicación de esta 
secuencia del sitio diana para crear la segunda repetición directa ad- 
yacente en un elemento 15 se produce durante el proceso de inserción. 

Como se describe en la Figura 6-10, la transposición de un elemen- 
to 1S se produce por mecanismo de “corte y empalme”. La transposa- 
sa realiza tres funciones en este proceso: (1) corta en forma precisa el 
elemento IS en el DNA donante, (2) realiza cortes escalonados en una 
secuencia corta en el DNA diana y (3) liga el extremo 3”del elemento 
IS a los extremos 5'del DNA donador cortado. Finalmente, una DNA 
polimerasa de la célula huésped llena los espacios libres de las hebras 
simple para generar las repeticiones directas cortas que flanquean a los 
elementos IS y la DNA ligasa une los extremos libres. 


Transposones de DNA eucarionte El descubrimiento original de 
McClintock de los elementos móviles provino de la observación de 
mutaciones espontáneas en el maíz que afectan a la producción de en- 
zlmas necesarias para sintetizar antocianina, un pigmento púrpura en 
los granos de maíz. Los granos mutantes son blancos y los granos sal- 
vajes son púrpuras. Una clase de estas mutaciones se revierte con alta 
frecuencia, mientras que la segunda clase de mutaciones no se revierte 
a menos que se encuentre en presencia de la primera clase de mutacio- 
nes. McClintock denominó elemento activador (Ac) al agente responsa- 
ble de la primera clase de mutaciones y elementos de disociación (Ds) al 
responsable de la segunda clase debido a que ellos también tendían 4 
estar asociados con las rupturas cromosómicas. 

Muchos años después de los descubrimientos pioneros de McClin- 
tock, la clonación y la secuenciación revelaron que los elementos AC 50N 
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FIGURA 6-10 Modelo de transposición de las secuencias de inserción 
bacteriana. Paso E transposasa, que está codificada por el elemento IS (1570 
en este ejemplo), escinde ambas hebras en el DNA donante al lado de las 
repeticiones invertidas (rojo oscuro), libera el elemento 1570, En un sitio diana 
aleatorio, la transposasa realiza cortes escalonados en el DNA diana, En este 
caso de 1570, los dos cortes están separados por 9 pb. Paso El la unión de los 
extremos 3' del elemento IS escindido a los sitios escalonados en el DNA diana 
también es catalizada por la transposasa. Paso El las brechas de 9 pb del DNA 
de una hélice en el intermediario resultante son llenadas por la DNA polimerasa 
celular; finalmente, la DNA ligasa celular forma los enlaces fosfodiéster 35" 
entre los extremos 3'de las hebras de DNA diana extendidas y los extremos 

5' de las hebras del 1570. Este proceso da como resultado la duplicación de la 
secuencia del sitio diana a cada lado del elemento IS insertado. Nótese que la 
longitud del sitio diana y el IS10 no están en escala. (Véase H.W. Benjamin y N. Kleckner, 
1989, Cell 59:373. y 1992, Prog. Nucl Acid Res. USA 89:4648,) 


equivalentes a los elementos IS bacterianos. Al igual que los elemen- 
tos IS, ellos contienen secuencias repetitivas terminales invertidas que 
flanquean la región codificante para una transposasa, la cual reconoce 
las repeticiones terminales y cataliza la trasposición a un sitio nuevo en 
el DNA. Los elementos Ds son formas truncadas de los elementos Ac en 
los cuales se pierde una porción de la secuencia que codifica la transpo- 
sasa. Debido a que no codifica una transposasa funcional, un elemento 
Ds no puede moverse por sí mismo. Sin embargo, en las plantas que 
llevan el elemento Ac y por ende expresan una transposasa funcional, 


los elementos Ds se pueden transponer debido a que retienen las repe- 
ticiones terminales invertidas reconocidas por la transposasa. 

Desde el trabajo inicial de McClintock acerca de los elementos mó- 
viles en el maíz, se han identificado transposones en otros eucariontes. 
Por ejemplo, aproximadamente la mitad de todas las mutaciones es- 
pontáneas observadas en Drosophila se deben a la inserción de elemen- 
tos móviles. Aunque la mayoría de los elementos móviles en Drosophila 
funcionan como retrotransposones, al menos uno (el elemento P) fun- 
ciona como un transpón de DNA, que se mueve mediante un meca- 
nismo similar al utilizado por las secuencias de inserción bacterianas. 
Los métodos actuales para la construcción transgénica de Drosophila 
dependen del alto nivel de expresión de la transposasa del elemento 
P, genéticamente modificada, y del uso de las repeticiones terminales 
invertidas del elemento P para la transposición, como se analizó en el 
Capítulo 5 (véase la Fig. 5-22). 

La transposición de DNA mediante el mecanismo de corte y em- 
palme puede dar como resultado un incremento en el número de co- 
pias de un transposón si se produce durante la fase S del ciclo celular, 
cuando ocurre la síntesis del DNA. Un aumento en el número de copias 
sucede cuando el DNA donador proviene de una de las dos moléculas 
de DNA hijas en una región de un cromosoma que se ha replicado y 
el DNA diana está en la región que aún no se ha replicado. Cuando la 
replicación del DNA se completa hacia el final de la fase S, también se 
replica el DNA diana en su nueva localización, dando como resultado 
un incremento neto en el número total de estos transposones en la cé- 
lula (Fig. 6-11). Cuando esto ocurre durante la fase S que precede a la 
meiosis, una de las cuatro células germinales producidas contiene la 
copia extra del transposón. La repetición de este proceso en el transcur- 
so del tiempo evolutivo produjo la acumulación de grandes cantidades 
de transposones de DNA en los genomas de algunos organismos. El 
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FIGURA 6-11 Mecanismo para aumentar el número de copia de los 
transposones de DNA. Si un transposón de DNA que se transpone mediante 
un mecanismo de corte y empalme (véase la Fig. 6-10) se transpone, durante la 
fase S, a partir de una región del cromosoma que se ha replicado a una región 
que no se ha replicado, entonces, cuando se complete la replicación cromo- 
sómica, uno de los dos cromosomas hijos tendrá un incremento neto de una 
inserción de transposón. 
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DNA humano contiene alrededor de 300 000 copias de transposones 
de DNA delecionados y de longitud completa, que asciende al = 3% 
del DNA humano. Como se verá brevemente, este mecanismo puede 
llevar a la transposición del DNA genómico como así también a la del 
transposón en sí mismo. 


Los retrotransposones LTR se comportan 
como los retrovirus intracelulares 


Los genomas de todos los eucariontes estudiados, desde las levaduras 
hasta los seres humanos, contienen retrotransposones, elementos mó- 
viles de DNA que se transponen a través de un intermediario de RNA 
utilizando una transcriptasa inversa (véase la Fig. 6-8b). Estos elemen- 
tos móviles se dividen en dos categorías principales, los que contienen 
repeticiones terminales largas (LTR) y los que carecen de ellas. Los 
retrotransposones LTR, que se analizan aquí, son comunes en las le- 
vaduras (p. ej., elementos Ty) y en Drosophila (p. ej., elementos copia). 
Aunque menos abundantes en mamíferos que los retrotransposones 
no LTR, los retrotransposones LTR no obstante constituyen = 8% del 
DNA genómico humano. En los mamíferos, los retrotransposones que 
carecen de los LTR son el tipo de elemento móvil más común; estos se 
describen en la siguiente sección. 

La estructura general de los retrotransposones LTR que se encuen- 
tran en los eucariontes se describe en la Figura 6-12. Además de las re- 
peticiones directas cortas 3"y 5'típicas de todos los transposones, estos 
retrotransposones están marcados por la presencia de los LTR que flan- 
quean la región central que codifica proteína. Estas repeticiones termi- 
nales directas largas, que contienen = 250-600 pares de bases depen- 
diendo del tipo de retrotransposón LTR, son características del DNA 
retroviral y son cruciales para el ciclo de vida de los retrovirus. Además 
de compartir LTR con los retrovirus, los retrotransposones LTR codifi- 
can todas las proteínas de los tipos más comunes de retrovirus, excepto 
para las proteínas de la envoltura. Al carecer de estas proteínas de la en- 
voltura, los retrotransposones LTR no pueden separarse por gemación 
de la célula huésped e infectar otras células; sin embargo, se pueden 
transponer a sitios nuevos en el DNA de sus células huésped. Debido a 
sus relaciones claras con los retrovirus, esta clase de retrotransposones 
suele llamarse elementos similares a retrovirus. 

Un paso clave en el ciclo de vida retroviral es la formación del RNA 
genómico retroviral a partir del DNA retroviral integrado (véase la Fig. 
4-49), Este proceso sirve como modelo para la generación del interme- 
diario de RNA durante la transposición de los retrotransposones LTR. 


Retrotransposón LTR (= 6-11 kb) 


ph _—_—__—_—_——_—_—_—___ 
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LTR Región codificadora Repetición directa 
(250-600 bp) de proteína del sitio diana 
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FIGURA 6-12 Estructura general de los retrotransposones LTR eucarion- 
tes. La región central que codifica proteina está flanqueada por repeticiones 
terminales largas (LTR), que son repeticiones directas especificas de elemento. 
Al igual que otros elementos móviles, los retrotransposones integrados tienen 
repeticiones directas cortas d€l sitio diana en cada extremo. Nótese que las 
oferentes reg:/ones no están dibujadas a escala. La región que codifica proteína 
constituye el 80% o más de un retrotransposón y codifica la transcriptasa inver- 
sa la imtegrasa, y O!fas proteinas retrovirales. 
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FIGURA 6-13 Generación de RNA genómico retroviral a partir de DNA 
retroviral integrado. El LTR de la izquierda dirige a la RNA polimerasa celular 
para iniciar la transcripción en el primer nucleótido de la región R de la izquier- 
da. El Transcrito primario resultante se extiende más allá del LTR de la derecha. 

El LTR de la derecha, ahora presente en el transcrito primario de RNA, dirige las 
enzimas celulares para cortar el transcrito primario en el último nucleótido de 

la región R de la derecha y para añadir una cola de poli(A), dando lugar a un 
genoma RNA retroviral con la estructura mostrada en la parte superior de la 
Figura 6-14. Se piensa que un mecanismo similar genera el intermediario de 
RNA durante la transposición de los retrotransposones. Las secuencias cortas de 
repetición directa (negro) del DNA del sitio diana se generan durante la integra- 
ción del DNA retroviral en el genoma de la célula huésped. 


Como se describe en la Figura 6-13, el LTR retroviral de la izquierda 
funciona como un promotor que dirige la RNA polimerasa de la célula 
huésped para iniciar la transcripción en el nucleótido 5” de la secuencia 
R. Después de que se ha transcrito el DNA retroviral completo corrien- 
te abajo, la secuencia de RNA correspondiente al LTR hacia la derecha 
dirige las enzimas de procesamiento del RNA de la célula huésped para 
que corte el transcrito primario y añada una cola de poli(A) en el extre- 
mo 3” de la secuencia R. El genoma de RNA retroviral resultante, que 
carece de un LTR completo, sale del núcleo y es empaquetado en un 
virión que se desprende por gemación desde la célula huésped. 
Después de que un retrovirus infecta a una célula, la transcripción 
inversa de su genoma de RNA, realizada por la transcriptasa inversa co- 


FIGURA 6-14 Modelo para la transcripción inversa del RNA genómico retroviral 
en DNA, En este modelo, una serie complicada de nueve acontecimientos 
genera una copia de DNA de doble hebra del genoma de RNA simple hebra de 
un retrovirus. El RNA genómico se empaqueta en el virión con un tRNA celular 
específico de retrovirus hibridado a una secuencia complementaria cerca de su 
extremo 5” llamado sitio de unión al cebador (PBS). El RNA retroviral tiene una 
secuencia terminal corta de repetición directa (R) en cada extremo. La reacción 
global es llevada a cabo por la transcriptasa inversa, que cataliza la polimeri- 
zación de desoxirribonucleótidos. La Rnasa H digiere la hebra de RNA en un 
híbrido de DNA-RNA, El proceso entero produce una molécula de DNA doble 
hebra que es más larga que el molde de RNA y tiene una repetición terminal 
larga (LTR) en cada extremo. Las diferentes regiones no se muestran a escala. El 
PBS y las regiones R son, en realidad, mucho más cortas que las regiones US y 


U3, y la región codificante central es mucho más larga que las otras regiones. 
(Véase E Gilboa y cols. 1979, Cell 18:93) 


17) ANIMACIÓN FOCALIZADA: Transcripción retroviral inversa 
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FIGURA EXPERIMENTAL 6-15 El elemento Ty de la levadura se trans- 
pone a través de intermediarios de RNA. Cuando las células de levadura 
son transformadas con un plásmido conteniendo Ty, el elemento Ty se 
puede transponer a sitios nuevos, aunque normalmente esto se produce a 
una velocidad baja. Usando los elementos dibujados en la parte superior, 
los investigadores diseñaron dos vectores de plásmidos recombinantes 
diferentes conteniendo elementos Ty adyacentes a un promotor sensible a 
galactosa. Estos plásmidos fueron transformados en células de levadura, que 
fueron cultivadas en un medio con y sin galactosa. En el experimento 1, el 
Cultivo de células en un medio con galactosa dio como resultado muchas 
más transposiciones que en el medio sin galactosa, lo cual indica que es 
necesaria la transcripción a un intermediario de mRNA para la transposición 
de Ty. En el experimento 2, se insertó un intrón de un gen de levadura no 
relacionado dentro de la región putativa codificante de proteína del elemen- 
to recombinante Ty que responde a galactosa. La ausencia observada del 
intrón en los elementos Ty transpuestos es evidencia fuerte de que la trans- 
posición involucra un intermediario de mRNA a partir del cual se eliminó el 
intrón por corte y empalme del RNA, como se describe en el recuadro a la 
derecha. Por el contrario, los transposones de DNA eucarionte, al igual que 
el elemento Ac del maíz. contienen intrones dentro del gen transponible, lo 
cual indica que mo tramsponen mediante un intermediario de RNA. (Vease J 
Boexe y co!. 1985, Cel 40491) 


240 CAPÍTULO 6 » Genes, genómica y cromosomas 


virus, produce un DNA doble hebra que contiene 
yv AN . 
6-14). Esta síntesis de DNA ocurre en el citoso]. 
6-14). Sta > 

mo es transportado en- 


dificada por el retre 
los LR completos (Fig 
El DNA doble hebra con un LPR en cada extre ¡ , 
tonces hacia el interior del núcleo en un complejo con una integrasa, 


otra enzima codificada por los retrovirus. Las integrasas retrovirales 
están estrechamente relacionadas a las transposasas codificadas por los 
transposones y usan un mecanismo similar para insertar el DNA retro- 
virual doble hebra en el genoma de la célula huésped. En este proceso, 
se generan repeticiones directas cortas de la Secuencia del sitio diana 
en cualquiera de los extremos de la secuencia insertada de DNA viral. 
Aunque el mecanismo de transcripción inversa es complejo, es un as- 
pecto crucial del ciclo de vida de los retrovirus. El proceso genera la 
5'LTR completa que funciona como promotor para la antelación de la 
transcripción precisa en el nucleótido 5” de la secuencia R, mientras 
que la 3LTR completa funciona como un sitio de poli(A) que conduce 
a la poliadenilación precisa en el nucleótido 3” de la secuencia R. En 
consecuencia, no se pierden nucleótidos a partir de un retrotransposón 
LTR puesto que atraviesa sucesivos ciclos de inserción, transcripción, 
transcripción inversa, y nuevamente inserción en un sitio nuevo. 

Como se mencionó antes, los retrotransposones LTR codifican la 
transcriptasa inversa y la integrasa. Por analogía con los retrovirus, es- 
tos elementos móviles se mueven por mecanismo de “corte y empal- 
me”, donde la transcriptasa inversa convierte una copia de RNA del 
elemento donante en DNA, que es insertado por la integrasa en un sito 
diana. Los experimentos que se describen en la Figura 6-15 propor- 
cionan fuerte evidencia del papel de un intermediario de RNA en la 
transposición de los elementos Ty en levaduras. 

Los retrotransposones LTR más comunes en los seres humanos se 
denominan ERV, por retrovirus endógenos. La mayoría de las más de 
443 000 secuencias de DNA relacionadas a ERV en el genoma huma- 
no consiste sólo en LTR aislados. Estas derivan del DNA proviral de 
longitud completa mediante recombinación homóloga entre dos LTR, 
que producen deleción de la secuencia retroviral interna. Las LTR ais- 
ladas como estas no pueden transponerse a una posición nueva en el 
genoma, pero la recombinación entre LTR homólogas en diferentes 
posiciones en el genoma probablemente han contribuido a los reorde- 
namientos de DNA cromosómico llevando a las duplicaciones génicas 
y exónicas, a la evolución de proteínas con combinaciones nuevas de 


exones, y, como se verá en el Capítulo 7, a la evolución de complejos 
control de la expresión génica. 


Los retrotranspones sin LTR transponen mediante 
un mecanismo diferente 


Los elementos móviles más abundantes en los mamíferos son los re- 
trotransposones sin LTR, a veces llamados retrotransposones no virales. 
Estas secuencias de DNA moderadamente repetitivas forman dos clases 
en los genomas de mamíferos: los elementos dispersos largos (LINE, por 
long interspersed elements) y elementos dispersos cortos (SINE, short in- 
terspersed elements). En los seres humanos, los LINE de longitud com- 
pleta tienen = 6 kpb de largo y los SINE tienen = 300 pb de largo (véase 
el Cuadro 6-1). Las secuencias repetidas con las características de los 
LINE se han observado en Protozo0s, insectos y plantas, pero debido a 
razones desconocidas son particularmente abundantes en los genomas 
de los mamíferos. Los SINE también se encuentran principalmente en 
el DNA de mamíferos. Durante la evolución se han acumulado grandes 
cantidades de LINE y SINE en los eucariontes superiores mediante la 


Elemento disperso largo (LINE) (=6 kb) 


Región rica 
en A/T 


Región codificante 
de proteína 


Repetición directa 
del sitio diana 


FIGURA 6-16 Estructura general de un LINE, un retrotransposón sin 

LTR. Los DNA de mamífero contienen dos clases de retrotransposones sin LTR, 
los LINE y los SINE, Aquí se describe la estructura de los LINE. La longitud de las 
repeticiones directas del sitio diana varían entre copias del elemento en los dife- 
rentes sitios en el genoma. Aunque la longitud completa de la secuencia L1 es 
de = 6 kb de largo, en más de un 90% de los sitios donde se halla este elemento 
están ausentes cantidades variables del extremo izquierdo. El marco abierto de 
lectura más corto (ORF1), de = 1 kb de largo, codifica una proteína de unión al 
RNA. El ORF2 más largo, de = 4 kb de largo, codifica una proteína bifuncional 
con transcriptasa inversa y actividad de endonucleasa de DNA. Nótese que los 
LINE carecen de las repeticiones terminales largas que se encuentran en los 
retrotransposones con LTR. 


copia repetida de secuencias en unas pocas posiciones en el genoma y 
la inserción de las copias en posiciones nuevas. 


LINE El DNA humano contiene tres familias principales de secuencias 
LINE que son similares en sus mecanismos de transposición pero que 
difieren en sus secuencias: L1, L2 y L3. Sólo los miembros de la familia 
Ll se transponen en el genoma humano contemporáneo. Aparente- 
mente no hay copias funcionales restantes de L2 o L3. Las secuencias 
LINE están presentes en = 900 000 sitios en el genoma humano, repre- 
sentando un asombroso 21% del DNA humano total. En la Figura 6-16 
se representa la estructura general de una secuencia LINE completa. 
Los LINE suelen estar flanqueados por repeticiones directas cortas, la 
característica de los elementos móviles, y contiene dos marcos abiertos 
de lecturas (ORF) largos. EL ORFI, = 1 kb de largo, codifica una pro- 
teína de unión al RNA. El ORF?2, = 4 kb de largo, codifica una proteína 
que tiene una región larga de homología con las transcriptasas inversas 
de los retrovirus y los retrotransposones LTR, pero también exhibe ac- 
tividad DNA endonucleasa. 

La evidencia para la movilidad de los elementos L1 provino del 

análisis de DNA clonado de seres humanos con ciertas enferme- 
dades genéticas como la hemofilia y la distrofia miotónica. Se encontró 
que el DNA de estos pacientes contenía mutaciones resultantes de la 
inserción de un elemento Ll en un gen, mientras que dicho elemento 
no se encontraba dentro del gen en cualquiera de los dos progenitores. 
Alrededor de 1 en 600 mutaciones que causan enfermedades significa- 
uvas en los seres humanos se debe a las transposiciones Ll o SINE que 
son catalizadas por proteínas codificadas por L1. Experimentos poste- 
niores similares a los recién descriptos con los elementos Ty de levadu- 
ras (véase la Fig. 6-5) confirmaron que los elementos L] se transponen 
a través de un intermediario de RNA. En estos experimentos se intro- 


dujo un intrón en un elemento L] murino clonado y el elemento L] 
n forma estable a células cultivadas 


recombinante fue iransíormado e 
Ó en las cé- 


de hámster. Después de varias divisiones celulares, se detect 
lulas un fragmento amplificado por PCR correspondiente al elemento 


Ll pero que carecía del intrón insertado. Este hallazgo sugiere fuerte- 
mente que, con el transcurso del tiempo, el elemento Ll recombinante 
que contenía el intrón insertado se había transpuesto a sitos nuevos en 
el genoma del hámster a través de intermediarios de RNA que sufrieron 
corte y empalme de RNA para eliminar el intrón.W 


Puesto que los LINE no contienen LTR, sus mecanismos de trans- 
posición a través de intermediarios de RNA difieren de los retrotrans- 
posones LTR. Las proteínas ORF1 y ORF?2 se traducen a partir de un 
RNA LINE. Estudios in vitro indican que la transcripción mediante la 
RNA polimerasa está dirigida por secuencias promotoras en el extre- 
mo izquierdo del DNA LINE integrado. El RNA LINE es poliadenilado 
por el mismo mecanismo que poliadenila otros mRNA. Luego el RNA 
LINE es exportado al citosol, donde es traducido a las proteínas ORFI 
y ORF2. Posteriormente las múltiples copias de las proteínas ORFI 
se unen al RNA LINE y la proteína ORF?2 se une a la cola de poli(A). 
Después, el RNA LINE es transportado nuevamente al núcleo como 
un complejo con las proteínas ORF1 y ORF?, y en el núcleo la ORF2 
realiza la transcripción inversa a DNA LINE. El mecanismo involucra 
la escisión escalonada del DNA celular en el sitio de inserción, seguido 
por el cebado de la transcripción inversa por el DNA celular escindido 
resultante como se detalla en la Figura 6-17. El proceso completo da 
como resultado la inserción de una copia del retrotransposón LINE 
original en un sitio nuevo en el DNA cromosómico. Se genera una re- 
petición directa corta en el sitio de la inserción debido a la escisión 
escalonada de las dos hebras de DNA cromosómico. 

Como ya se mencionó, la forma DNA de un retrotransposón LTR se 
sintetiza a partir de su forma RNA en el citosol usando un tRNA celular 
como un cebador para la transcripción inversa de la primera hebra de 
DNA (véase la Fig. 6-14). Luego la doble hebra de DNA resultante con 
las repeticiones terminales largas es transportada al núcleo, donde se 
integra al DNA cromosómico mediante una integrasa codificada por 
el retrotransposón. Por el contrario, la forma DNA de un retrotrans- 
posón sin LTR se sintetiza en el núcleo. La síntesis de la primera hebra 
del DNA retroviral sin LTR por la ORF?2, una transcriptasa inversa, es 
cebada por el extremo 3” del DNA cromosómico escindido, que forma 
apareamiento de bases con la cola de poli(A) del RNA retroviral que ca- 
rece de LTR (véase la Fig. 6-17, paso EB). Como su síntesis es cebada por 
el extremo cortado de un cromosoma y la síntesis de la otra hebra del 
retrotransposón de DNA que carece de LTR es cebada por el extremo 3” 
del DNA cromosómico al otro lado del corte inicial en el DNA cromo- 
sómico (paso BB), el mecanismo de síntesis produce la integración del 
DNA del retrotransposón carente de LTR. No se necesita una integrasa 
para insertar el DNA del retrotransposón que carece de LTR, 

La gran mayoría de los LINE en el genoma humano están trun- 
cados en sus extremos 5”, lo cual sugiere que la transcripción inversa 
termina antes de completarse y resultan fragmentos con extensiones 
variables desde donde se inserta la cola de poli(A). Debido a este acor- 
tamiento, el tamaño promedio de los elementos LINE es de sólo al- 
rededor de 900 pares de bases, aun cuando la secuencia de longitud 
completa es de = 6 kb de largo. Los elementos LINE truncados, una vez 
formados, probablemente no se transponen más debido a que carecen 
de un promotor para formar el intermediario de RNA en la transposi- 
ción. Además del hecho de que la mayoría de las inserciones L] están 
truncadas, casi todos los elementos de longitud completa contienen 
mutaciones en codones de terminación y de corrimiento de marcos de 
lectura en las ORF 1 y ORF2; estas mutaciones probablemente se han 
acumulado en la mayoría de las secuencias LINE a lo largo del tiempo 
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FIGURA 6-17 Mecanismo propuesto de la transcripción inversa y la 
integración de los DNA LINE. Sólo se representa la proteina ORF2 El DNA 
recién sintetizado se muestra en negro, Las proteinas ORF1 y ORF2, produci- 
das por la traducción del RNA LINE en el citoplasma, se unen al RNA LINE y lo 
transportan al núcleo. Paso EX: en el núcleo, ORF2 realiza cortes escalonados 
en el sitio diana rico en AT del DNA, generando los extremos 3"0H del DNA in- 
dicados por las flechas azules. Paso EJ: los extremos 3' las hebras de DNA ricas 
en T se hibridan a las colas de poli(A) del RNA LINE y ceban la síntesis de DNA 
mediante la ORF2. Paso El: la ORF2 extiende la hebra de DNA usando el RNA 
LINE como molde. Pasos El y El: cuando la síntesis de la hebra de DNA LINE de 
abajo alcanza el extremo 5” del molde de RNA LINE, la ORF2 extiende el DNA 
LINE recién sintetizado usando como molde el DNA celular de la hebra de 
arriba generado por la escisión escalonada inicial de la ORF2. Paso Bl: una DNA 
polimerasa celular extiende el extremo 3” de la hebra de arriba generado por 
el corte escalonado inicial de la ORF2, usando como molde la hebra de abajo 
del DNA LINE recién sintetizado. El RNA LINE es digerido a medida que la DNA 
polimerasa extiende el DNA de la hebra superior, al igual que ocurre durante 
la eliminación del cebador de RNA de la hebra rezagada durante la síntesis del 
DNA celular (Fig. 4-33). Paso Ek los extremos 3 “de las hebras de DNA recién 
sintetizadas son unidos a los extremos 5” de las hebras de DNA celular tal 
como sucede en la síntesis de DNA celular de la hebra rezagada. (Adaptado de D 
D. Luan y cols., 1993, Cell 72:595) 


evolutivo. En consecuencia, sólo 0,01% de las secuencias LINE en el 
genoma humano son de longitud completa, con marcos abiertos de 
lectura para ORF1 y ORF?2, lo cual representa = 60-100 en total. 


SINE La segunda clase más abundante de elementos móviles en el ge- 
noma humano, los SINE, constituye = 13% del total del DNA humano. 
Con una longitud que varía de 100 a 400 pares de bases, los retrotrans- 
posones no codifican proteínas, pero la mayoría contiene una secuen- 
cia 3” rica en A/T similar a la de los LINE. Los SINE se transcriben 
mediante la misma RNA polimerasa nuclear que transcribe los genes 
que codifican los £tRNA, los rTRNA 5S y otros pequeños RNA estables. 
Muy probablemente, las proteínas ORF1 y ORF2 expresadas a partir de 
los LINE de longitud completa median entre la transcripción inversa 
y la integración de los SINE por el mecanismo descripto en la Figura 
6-17. En consecuencia, los SINE pueden visualizarse como parásitos 
de los simbiontes LINE, compitiendo con los RNA LINE por la unión 
y la transcripción inversa/integración de la ORF1 y ORF2 codificada 


por los LINE, 


Los SINE aparecen en alrededor de 1,6 millones de sitios en el ge- 
noma humano. De éstos, = 1,1 millón son elementos Alu, denomina- 
dos así porque la mayoría de ellos contiene un único sitio de reconoci- 
miento para la enzima de restricción Alul. Los elementos Alu exhiben 
considerable homología de secuencia con el RNA 7SL y probablemente 
evolucionaron a partir de éste, un RNA citosólico en un complejo ribo- 
nucleoproteico denominado la partícula de reconocimiento de la señal. 
Esta abundante partícula ribonucleoproteína citosólica ayuda a dirigir 
ciertos polipéptidos a las membranas del retículo endoplasmático (Ca- 
pítulo 13). Los elementos Alu están dispersos a través de todo el genoma 
humano en sitios donde su inserción no interrum pe la expresión génica: 
entre genes, entre intrones y en las regiones 3'no traducidas de algunos 
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mRNA. Por ejemplo, nueve elementos Alu se localizan dentro del grupo 
de genes B-globina humana (véase la Fig. 6-4a). Se estima que se produ- 
ce un evento nuevo de retrotransposición sin LTR en la línea germinal 
en uno de cada ocho individuos, = 40% involucra elementos L1 y el 
= 60% involucra SINE, de los cuales el 90% son elementos Alu. 

Del mismo modo que otros elementos móviles, la mayoría de las 
SINE han acumulado mutaciones desde el tiempo de su inserción en la 
línea germinal de un antiguo ancestro de los seres humanos modernos. 
Al igual que los LINE, muchos SINE también están truncados en sus 
extremos 5”. 


En el DNA genómico se encuentran otros RNA 
retrotranspuestos 


Además de los elementos móviles presentados en el Cuadro 6-1, copias 
de DNA de una amplia variedad de mRNA parecen haberse integrado 
al DNA cromosómico. Puesto que estas secuencias carecen de intro- 
nes y no están flanqueadas por secuencias similares a las de las copias 
funcionales de genes, está claro que las mismas no son simplemente 
duplicaciones de genes que devinieron en no funcionales, convirtién- 
dose en pseudogenes, como se analizó anteriormente (Fig. 6-4a). Por el 
contrario, estos segmentos de DNA parecen ser copias de retrotranspo- 
sones de RNA ya procesado y poliadenilado. En comparación con genes 
normales que codifican mRNA, estos segmentos integrados en general 
suelen contener múltiples mutaciones, que se piensa se han acumulado 
puesto que sus mRNA primero atravesaron una transcripción inversa 
y de forma aleatoria se integraron al genoma de una célula germinal en 
un ancestro antiguo. Estas copias genómicas no funcionales de mRNA 
se denominan pseudogenes procesados. La mayoría de los pseudogenes 
procesados están flanqueados por repeticiones directas cortas, lo cual 
avala la hipótesis de que se generaron por acontecimientos de retro- 
transposición raros que involucraron mRNA celular. 

Otras repeticiones dispersas que representan copias mutantes O 
parciales de genes que codifican RNA nucleares pequeños (snRNA) y 
tRNA se encuentran en genomas de mamíferos. Al igual que los pseu- 
dogenes procesados derivados de los mRNA, estas copias de genes de 
RNA pequeños están flanqueadas por repeticiones directas cortas y lo 
más probable es que se hayan originado a partir de acontecimientos de 
retrotransposición que se han acumulado durante el curso de la evo- 
lución. Se cree que las enzimas expresadas a partir de un LINE han 
llevado a cabo todos estos acontecimientos de retrotransposición que 
involucran mRNA, snRNA, y RNA. 
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Los elementos móviles de DNA han tenido 
una influencia significativa en la evolución 


Aunque los elementos móviles de DNA parecen no tener otra función 
directa que la de mantener su propia existencia, su presencia debe ha- 
ber tenido un profundo impacto sobre la evolución de los organismos 
actuales. Como ya se mencionó, alrededor de la mitad de las mutacio- 
nes espontáneas en Drosophila son el resultado de la inserción de un 
elemento de DNA móvil en una unidad de transcripción o cerca de 
ella. En los mamíferos, los elementos móviles causan una proporción 
mucho más pequeña de mutaciones espontáneas: = 10% en ratones y 
sólo 0,1-0,2% en los seres humanos. Aun así, los elementos móviles se 
han encontrado en alelos mutantes asociados con diversas enferme- 
dades genéticas humanas. Por ejemplo, las inserciones dentro del gen 
del factor de coagulación IX causan hemofilia y las inserciones dentro 
del gen que codifica la proteína muscular distrofina conducen a la dis- 
trofia muscular de Duchenne. Los genes que codifican el factor IX y la 
distrofina se encuentran ambos en el cromosoma X. Debido a que el 
genoma masculino solo tiene una copia del cromosoma X, las insercio- 
nes por transposición dentro de los genes afectan predominantemente 
a los varones. 

En linajes que conducen a los eucariontes superiores, la recombi- 
nación homóloga entre elementos móviles de DNA dispersos a lo largo 
de los genomas ancestrales puede haber generado duplicaciones géni- 
cas y otros reordenamientos de DNA durante la evolución (véase la Fig. 
6-2b). Por ejemplo, la clonación y la secuenciación del grupo de genes 
de la P-globina de diversas especies de primates han proporcionado 
fuerte evidencia de que los genes G, y A, humanos surgieron a partir 
de un entrecruzamiento homólogo desigual entre dos secuencias L1 
que flanquean un gen de globina ancestral. Subsecuentes divergencias 
de tales genes duplicados pudieron llevar a la adquisición de distintas 
funciones beneficiosas asociadas con cada miembro de una familia gé- 
nica. El entrecruzamiento desigual entre elementos móviles localizados 
dentro de los intrones de un gen particular pudo llevar a la duplicación 
de exones dentro de genes (véase la Fig. 6-2a). En este proceso muy 
probablemente influyó la evolución de genes que contienen múltiples 
copias de exones similares y que codifican dominios de proteína simi- 
lares, como el gen de la fibronectina (véase la Fig. 4-16). 

Alguna evidencia sugiere que durante la evolución de los euca- 
riontes superiores, también ocurrió la recombinación de los elementos 
DNA móviles (p. ej., elementos Alu) en intrones de dos genes separados, 
generando genes nuevos a partir de combinaciones nuevas de exones 
preexistentes (Fig. 6-18). Este proceso evolutivo, llamado combinación 


--- FIGURA 6-18 Proceso de combinación de exones 
a través de la recombinación entre repeticiones 
dispersas homólogas. La recombinación entre 
repeticiones dispersas en los intrones de genes 
separados produce unidades de transcripción con una 
combinación nueva de exones. En el ejemplo que aquí 
se muestra, un entrecruzamiento entre dos grupos de 
repeticiones Alu produce un intercambio de exones 


=.- entre los dos genes. 
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FIGURA 6-19 La combinación de exones me- (a) 
diante transposición. (a) Transposición de un exón 
flanqueado por transposones de DNA homólogos 

a un intrón de un segundo gen. Como se vio en la 
Figura 6-10, paso KI, la transposasa puede reconocer 

y cortar el DNA en los extremos de las repeticiones 
invertidas del transposón. En el gen 1, si la transposasa 
escinde el extremo izquierdo del transposón de la 
izquierda y el extremo derecho del transposón de la 
derecha, puede transponer todo el DNA interpuesto, 
inclusive el exón del gen 1, a un sitio nuevo en un 
intrón del gen 2. El resultado neto es una inserción del 
exón del gen 1 en el gen 2. (b) La integración de un 
exón en otro gen mediante la transposición de LINE. 
Algunos LINE tienen señales poli(A) débiles. Si uno 

de tales LINE se encuentra en el intrón del gen 1 más 
cercano al 3”, durante la transposición su transcripción 
puede continuar más allá de sus propias señales de 
poli(A) y extenderse hacia el exón 3”, transcribiendo 
las señales de poliadenilación y escisión del gen 1 en 
sí mismo. Este RNA puede sufrir transcripción inversa e 
integrarse a un intrón en el gen 2 mediante la proteína 
ORF2 de LINE, introduciendo un nuevo exón 3" (del 
gen 1) en el gen 2. 


Gen 2 


(b) 


Gen2 22 


de exones (exon shuffling), puede haber ocurrido durante la evolución 
de los genes que codifican el activador tisular del plasminógeno, el 
receptor Neu y el factor de crecimiento epidérmico, todos los cuales 
contienen un dominio EGF (véase la Fig. 3-11). En este caso, la com- 
binación de exones presumiblemente se produjo por la inserción de 
un exón que codifica el dominio EGF dentro de un intrón de la forma 
ancestral de cada uno de estos genes. 

Ambos transposones de DNA y retrotransposones LINE han de- 
mostrado que ocasionalmente llevan secuencias flanqueantes no re- 
lacionadas cuando se transponen a sitios nuevos por los mecanismos 
representados en la Figura 6-19. Estos mecanismos probablemente 
también contribuyeron a la combinación de exones durante la evolu- 
ción de los genes contemporáneos. 

Además de causar cambios en las secuencias codificantes en el ge- 
noma, la recombinación entre los elementos móviles y la transposición 
del DNA adyacente a los transposones de DNA y los retrotransposo- 
nes probablemente cumplió un papel importante en la evolución de 
las secuencias reguladoras que controlan la expresión génica. Como se 
mencionó antes, los genes eucariontes tienen regiones que controlan la 
transcripción llamadas potenciadores que pueden funcionar a distan- 
cias de decenas de cientos de pares de bases. La transcripción de mu- 
chos genes se controla a través de los efectos combinados de diversos 
elementos potenciadores. La inserción de elementos móviles cerca de 
las regiones de control de la transcripción probablemente contribuyó 
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a la evolución de nuevas combinaciones de secuencias potenciadoras. 
Este control en el que a su vez se expresan genes específicos en tipos 
celulares particulares y la cantidad de proteína codificada producida en 
organismos modernos, se analizará en el siguiente capítulo. 

Las consideraciones sugieren que la creencia inicial de que los ele- 
mentos móviles de DNA eran parásitos moleculares completamente 
egoístas estaba errada. Por el contrario, éstos deben haber contribuido 
profundamente a la evolución de los organismos superiores al pro- 
mover (1) la generación de familias de genes mediante la duplicación 
génica, (2) la creación de nuevos genes a través de la combinación de 
exones preexistentes, y (3) la formación de regiones reguladoras más 
complejas que proporcionan control multifacético de la expresión gé- 


nica. En la actualidad, los investigadores están tratando de aprovechar 
los mecanismos de transposición para insertar 


A genes terapéuticos en 
pacientes como una forma de terapia génica. 


Y Un proceso análogo al que se muestra en la Figura 6-19a es en 

“BESn parte responsable de la diseminación rápida de la resistencia 
a antibióticos entre bacterias patógenas, un problema importante en la 
medicina moderna. Los genes bacterianos que codifican enzimas que, a 
su vez, inactivan antibióticos (genes de resistencia a fármacos) han sido 
flanqueados por secuencias de inserción generando transposones con 
resistencia a fármacos. El amplio uso de antibióticos en medicina, 4 
menudo innecesario en el tratamiento de infecciones virales donde nO 


tienen efecto y en la prevención de infecciones de animales sanos de 
granja, ha llevado a la selección de tales transposones resistentes a fár- 
macos que se han insertado dentro de plásmidos conjugados. Los plás- 
midos conjugados codifican proteínas que dan lugar a la replicación y 
la transferencia del plásmido a bacterias relacionadas mediante un 
tubo macromolecular complejo denominado pilus. Estos plásmidos, 
llamados factores R (por su resistencia a fármacos), pueden contener 
múltiples genes de resistencia a fármacos introducidos por transposi- 
ción y seleccionados en ambientes donde se utilizan los antibióticos 
para esterilizar superficies, como los hospitales. Éstos han llevado a una 
rápida diseminación de la resistencia contra múltiples antibióticos en- 
tre bacterias patógenas. Afrontar la diseminación de los factores R es un 
gran reto para la medicina moderna. M 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 6.3 
Elementos transponibles (móviles) de DNA 


+ Los elementos transponibles de DNA son secuencias moderadamente 
repetitivas disperas en múltiples sitios a través de todos los genomas de 
los eucariontes superiores. Están presentes con una menor frecuencia 
en los genomas eucariontes. 


«Los transposones de DNA se mueven hacia sitios nuevos directamente 
como DNA; los retrotransposones se transcriben primero a una copia 
de RNA del elemento, que luego mediante transcripción inversa se con- 
vierte en DNA (véase la Fig. 6-8). 


« Una característica común de todos los elementos móviles es la presen- 
cia de repeticiones directas cortas que flanquean la secuencia. 


« Las enzimas codificadas por los transposones mismos catalizan la in- 
serción de estas secuencias en sitios nuevos en el DNA genómico. 


* Aunque los transposones de DNA, similares en estructura a los ele- 
mentos 1S bacterianos, se presentan en eucariontes (p. €j., el elemento P 
de Drosophila), los retrotransposones en general son mucho más abun- 
dantes, en especial en vertebrados. 


“Los retrotransposones LTR están flanqueados por repeticiones termi- 
nales largas (LTR), similares a las de DNA retroviral; al igual que los 
retrovirus, codifican la transcriptasa inversa y la integrasa. Se mueven 
en el genoma al transcribirse a RNA, que luego sufren una transcripción 
inversa en el citosol, la importación nuclear del DNA resultante con LTR 
e integración a un cromosoma de la célula huésped (véase la Fig. 6-14). 


* Los retrotransposones sin LTR, que incluyen los elementos dispersos 
largos (LINE) y los elementos dispersos cortos (SINE), carecen de LTR y 
tienen un segmento rico en A/T en cada extremo. Se cree que se mueven 
mediante un mecanismo de retrotransposición no viral, mediado por 
proteinas codificadas por las LINE, que involucra el cebado de la trans- 
cripción inversa por parte del DNA cromosómico (véase la Fig. 6-17). 


* Las secuencias SINE exhiben gran homología con los RNA celulares pe- 
Queños y se transcriben por la misma RNA polimerasa. Los elementos 
Alu, los SINE más comunes en los seres humanos, son secuencias de = 300 
Pb que se encuentran diseminadas a través de todo el genoma humano. 


"Algunas repeticiones dispersas derivan de RNA celulares que atrave- 
SarOn Una transcripción inversa y se insertaron en el DNA genómico en 


algún momento de la historia evolutiva. Los pseudogenes procesados 
derivados de mRNA carecen de intrones, una característica que los dis- 
tingue de los pseudogenes, que surgieron por deriva en la secuencia de 
genes duplicados. 


- Los elementos móviles de DNA muy probablemente influenciaron la 
evolución de manera significativa al servir como sitios de recombina- 
ción y al movilizar las secuencias de DNA adyacentes. 


6.4 DNA de orgánulos 


A pesar de que la gran mayoría del DNA que se encuentra en la ma- 
yoría de los eucariontes aparece en el núcleo, parte del DNA está 
presente dentro de la mitocondria de animales, plantas y hongos, y 
dentro de los cloroplastos de plantas. Estos orgánulos son los prin- 
cipales sitios para la formación de ATP, durante la fosforilación oxi- 
dativa en las mitocondrias y la fotosíntesis en los cloroplastos (Cap. 
12). Muchas líneas de evidencia indican que las mitocondrias y los 
cloroplastos evolucionaron a partir de las eubacterias que fueron en- 
gullidas dentro de células ancestrales que contenían un núcleo euca- 
rionte, formando endosimbiontes (Fig. 6-20). A lo largo del tiempo 
evolutivo, la mayoría de los genes bacterianos se perdieron a partir 
del DNA organular. Algunos, como los genes que codifican proteínas 
involucradas en la biosíntesis de nucleótidos, lípidos y aminoácidos 
se perdieron debido a que sus funciones eran provistas por genes en 
el núcleo de la célula huésped. Otros genes que codifican componen- 
tes de los orgánulos actuales se transfirieron al núcleo. Sin embargo, 
las mitocondrias y los cloroplastos en los eucariontes actuales retie- 
nen el DNA que codifica algunas proteínas esenciales para la función 
organular, como así también los RNA ribosómico y de transferencia 
necesarios para la síntesis de estas proteínas. Por lo tanto, las células 
eucariontes tienen múltiples sistemas genéticos: un sistema nuclear 
predominante y sistemas secundarios con sus propio DNA, riboso- 
mas y tRNA en mitocondrias y cloroplastos. 


Las mitocondrias contienen múltiples 
moléculas de mtDNA 


Las mitocondrias son lo suficientemente grandes como para visua- 
lizarse con el microscopio óptico e incluso el DNA mitocondrial 
(mtDNA) se puede detectar mediante microscopia de fluorescencia. 
El mtDNA se localiza en el interior de la mitocondria, la región co- 
nocida como la matriz (véase la Fig. 12-6). A juzgar por la cantidad 
de “puntos” fluorescentes amarillos de mtDNA, una célula Euglena 
gracilis contiene al menos 30 moléculas mtDNA (Fig. 6-21). 

La replicación de mtDNA y la división de la red mitocondrial 
puede seguirse en las células vivas usando microscopia de secuen- 
cia temporal. Tales estudios demuestran que, en la mayoría de los 
organismos, el mtDNA se replica durante la interfase. En la mitosis, 
cada célula hija recibe aproximadamente el mismo número de mi- 
tocondrias, pero puesto que no hay mecanismo para la distribución 
de exactamente el mismo número de mitocondrias a las células hijas, 
algunas células contienen más mtDNA que otras. Al aislar las mito- 
condrias de las células y analizar el DNA extraído de ellas, se puede 
ver que cada mitocondria contiene múltiples moléculas de mtDNA. 
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FIGURA 6-20 Modelo de hipótesis endosimbiotica de la evolución de 
mitocondrias y cloroplastos. La endocitosis de una bacteria por una célula 
eucarionte ancestral pudo generar un orgánulo con dos membranas, la mem- 
brana externa derivada de la membrana plasmática eucarionte y la membrana 
interna derivada de la membrana bacteriana. Las proteínas localizadas en la 
membrana bacteriana ancestral retienen esta orientación, de tal manera que la 


Por lo tanto, la cantidad total de mtDNA en una célula depende del 
número de mitocondrias, el tamaño del mtDNA y el número de mo- 
léculas mtDNA por mitocondria. Cada uno de estos parámetros varía 
enormemente entre diferentes tipos de células. 


10 um 


FIGURA EXPERIMENTAL 6-21 La tinción dual de múltiples moléculas de 
DNA mitocondrial en una célula de Euglena gracilis. Las células se trataron 
con una mezcla de dos colorantes: bromuro de etidio, que se une al DNA y 
em.te una fluorescencia roja, y DIOC6, que se incorpora especificamente a las 
mitocondrias y emite una fluorescencia verde Así el núcleo emite una fluores- 
cencia roja y las zomas ricas en DNA mrocondrial fuorescen de color amarillo, 
una cOMb:Nación de Ñuorescencia roja del DNA y verde de las mitocondrias. ¡De 
Hara Ueda 1989 / Cela, 9396!) 
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porción de la proteina que enfrentaba el espacio extracelular ahora enfrenta el 
espacio intermembrana. La gemación de vesículas desde la membrana interna 
del cloroplasto, tal como sucede durante el desarrollo de los cloroplastos en las 
plantas contemporáneas, generaría las membranas tilacoides de los cloroplas- 

tos. Se indican los DNA de orgánulos. 


El mtDNA tiene herencia citoplasmática 


Estudios de mutantes en levaduras y otros organismos unicelulares in- 
dicaron primero que las mitocondrias exhiben herencia citoplasmática 
y por lo tanto contienen su propio sistema genético (Fig. 6-22). Por 
ejemplo, los mutantes de levadura petite exhiben mitocondrias estruc- 
turalmente anormales y son incapaces de realizar fosforilación oxi- 
dativa. En consecuencia, las células petite crecen más lentamente que 
las levaduras del tipo silvestre y forman colonias más pequeñas. Los 
cruzamientos genéticos entre diferentes cepas de levaduras (haploides) 
muestran que la mutación petite no se segrega con ningún gen o cro- 
mosoma nuclear conocido. En estudios posteriores, se encontró que la 
mayoría de los mutantes petite contenían deleciones del mtDNA. 

En el apareamiento por fusión de las células de levadura haploides, 
ambos padres contribuyen equitativamente al citoplasma del diploide 
resultante; por lo tanto la herencia de las mitocondrias es biparental 
(véase la Fig. 6-22a). En los mamíferos y la mayoría de otros organis- 
mos multicelulares, sin embargo, los espermatozoides contribuyen con 
poco citoplasma (si es que lo hacen) al cigoto, y virtualmente todas 
las mitocondrias en el embrión derivan de las de los óvulos, no de los 
espermatozoides. Los estudios en ratones demostraron que el 99,99% 
del mtDNA se hereda de la madre, pero una pequeña parte (0,01%) se 
hereda del progenitor masculino. En las plantas superiores, el mtDNA 


se hereda exclusivamente de manera uniparental a través del progeni- 
tor femenino (óvulo), no del masculino (polen). 


El tamaño, la estructura y la capacidad 


codificante del mtDNA varían considerablemente 
entre organismos 


Sorprendentemente, el tamaño del mtDN, el número y la naturaleza de 
las proteínas que codifica, e incluso el códi 


í mi go genético mitocondrial en 
sí mismo v 


arian enormemente entre diferentes organismos. Los mtD- 
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FIGURA 6-22 Herencia citoplasmática de una mutación petite de mtDNA 
en levadura. Las mitocondrias de la cepa petite son defectuosas en la fosfori- 
lación oxidativa debido a una deleción en el mtDNA, (a) Las células haploides 
se fusionan para producir una célula diploide que sufre melosis, durante la cual 
se produce la segregación aleatoria de los cromosomas y las mitocondrias que 
contienen el mtDNA, de los progenitores. Nótese que los alelos para los genes 
en el DNA nuclear (representados por los cromosomas nucleares grandes y 
pequeños coloreados de rojo y azul) se segregan 2:2 durante la meiosis (véase 
la Figura 5-5), Por el contrario, como las levaduras normales contienen =50 mo- 
léculas de mtDNA por célula, todos los productos de la meiosis suelen contener 
mtDNA normales y petite, y son capaces de realizar respiración. (b) A medida 
que estas células haploides crecen y se dividen mitóticamente, el citoplasma 
(incluyendo las mitocondrias) se distribuye aleatoriamente en las células hijas. 
Ocasionalmente, se genera una célula que contiene sólo el mtDNA petite y 
produce una colonia petite. Por lo tanto, la formación de tales células petite es 
independiente de cualquier marcador nuclear. 


NA de la mayoría de los animales multicelulares son moléculas circu- 
lares de = 16 kb que codifican genes sin intrones dispuestos en forma 
compacta en ambas hebras de DNA. Los mtDNA de vertebrados codi- 
fican los dos rRNA que se encuentran en los ribosomas mitocondriales, 
los 22 tRNA que se usan para traducir los mRNA mitocondriales, y 
las 13 proteínas involucradas en el transporte de electrones y la sínte- 
sis de ATP (Cap. 12). Los genomas mitocondriales más pequeños que 
se conocen están en Plasmodium, un parásito unicelular intracelular 
necesario que causa paludismo en los seres humanos. Los mtDNA de 
Plasmodium sólo son de = 6 kb, codifican cinco proteínas y los rRNA 
mitocondriales. 

Los genomas mitocondriales de un gran número de organismos 
metazoos (p. ej., animales multicelulares) se han clonado y secuenciado 
en la actualidad, y los mtDNA de todas estas fuentes codifican proteí- 
nas mitocondriales esenciales (Fig. 6-23). Todas las proteínas codifica- 
das por los mtDNA se sintetizan sobre ribosomas mitocondriales. La 
mayoría de los polipéptidos sintetizados mitocondrialmente identifica- 
dos hasta el momento son las subunidades de complejos multiméricos 
usados en el transporte de electrones, la síntesis de ATP o la inserción 
de proteínas en la membrana mitocondrial interna o en el espacio in- 
termembrana. Sin embargo, la mayoría de las proteínas localizadas en 
la mitocondria, como aquellas involucradas en los procesos menciona- 
dos en la parte superior de la Figura 6-23, están codificadas por genes 
nucleares, sintetizados sobre ribosomas citosólicos e importados den- 
tro de los orgánulos por procesos analizados en el Capítulo 13. 

En contraste a los mtDNA de metazoos, los mtDNA de plantas son 
mucho más largos y la mayoría de los DNA no codifican proteínas. Por 
ejemplo, el mtDNA en el importante modelo de plantas Arabidopsis tha- 
liana tiene 366 924 pares de bases y el mtDNA más largo conocido tiene 
= 2 Mb, encontrado en las cucurbitáceas (p. ej., melón y pepino). La ma- 
yoría de los mtDNA de plantas consisten en largos intrones, pseudoge- 
nes, elementos de DNA móviles restringidos a los compartimientos mi- 
tocondriales y piezas de DNA foráneo (cloroplastos, nuclear, y viral) que 
probablemente fueron insertados dentro de los genomas mitocondriales 
de plantas durante su evolución. Las secuencias duplicadas también con- 
tribuyen a la mayor longitud de los mtDNA de plantas. 

Las diferencias en el número de genes codificados por el miDNA 
de diversos organismos muy probablemente reflejen el movimiento de 
DNA entre la mitocondria y el núcleo durante la evolución. La eviden- 
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FIGURA 6-23 Las proteínas codificadas en el DNA mitocondrial y sus 
participaciones en los procesos mitocondriales. Solo se describe la 

matriz mitocondrial y la membrana interna. La mayoría de los componentes 
están codificados en el núcleo (azul); aquellos resaltados de color rosa están 
codificados por el mtDNA en algunos eucariontes pero por el genoma nuclear 
en otros eucariontes, mientras que una pequeña porción están invariable- 
mente especificados por el mtDNA (naranja). Los procesos mitocondriales que 
tienen componentes exclusivamente codificados por el núcleo se mencionan 
en la parte superior. Los complejos I-V están involucrados en el transporte de 
electrones y la fosforilación oxidativa. Las translocasas TIM, Sec, Tat, y Oxa1 están 
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Cit 


cia directa para este movimiento proviene de la observación de que 
diversas proteínas codificadas por el mtDNA en algunas especies es- 
tán codificadas por el DNA nuclear en otras especies estrechamente 
relacionadas. El ejemplo más notable de este fenómeno involucra el 
gen cox II, que codifica la subunidad 2 de la citocromo c oxidasa, que 
constituye el complejo IV en la cadena de transporte de electrones mi- 
tocondrial (véase la Fig. 12-16). Este gen se encuentra en el mtDNA en 
todas las plantas multicelulares estudiadas excepto para ciertas especies 
relacionadas de leguminosas, que incluyen las judías verdes y la soja, 
en las cuales el gen cox II es nuclear. El gen cox II se encuentra ausente 
en el mtDNA de las judías verdes, pero un pseudogén cox II defectuoso 
que ha acumulado muchas mutaciones aún puede reconocerse en el 
mtDNA de la soja. 

Muchos transcriptos de RNA de genes mitocondriales de plantas 
son editados, principalmente por la conversión catalizada por enzimas 
de residuos C seleccionados a residuos U y ocasionalmente de U a C (la 
edición de RNA se analiza en el Cap. 8). El gen cox II nuclear de las judías 
verdes corresponde más a los transcritos de RNA cox 1] editado que a los 
genes cox 11 mitocondriales encontrados en otras legumbres. Estas obser- 
vaciones son evidencia fuerte de que el gen cox II se movió desde la mito- 
condria hasta el núcleo durante la evolución de la judía verde mediante 
un proceso que involucró un intermediario de RNA. Presumiblemente 
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implicadas en la importación y exportación de proteínas, y en la inserción de 
proteínas en la membrana interna (véase el Cap. 13). La RNasa P es una ribozima 
que procesa el extremo 5” de los tRNA (analizado en el Cap. 8). Se debe notar 
que la mayoría de los eucariontes tiene un Complejo | multisubunidad como se 
describe, con tres subunidades invariantemente codificadas por el mtDNA Sin 
embargo, en unos pocos organismos (Saccharomyces, Schizosaccharomyces y 
Plasmodium), este complejo es reemplazado por una enzima, un único polipép- 
tido, codificada por el núcleo. Para más detalles del metabolismo y el transporte 
mitocondrial, véanse los Capítulos 12 y 13. (adaptado de G. Burger y cols. 2003, Trenós Genet 
19.709) 


este movimiento involucró un mecanismo de transcripción inversa si- 
milar a aquel por el cual los pseudogenes procesados son generados en 
el genoma del núcleo a partir de los mRNA codificados por el núcleo. 

Además de las grandes diferencias en los tamaños de los mtDNA 
en los diferentes eucariontes, la estructura de los mtDNA también va- 
ría enormemente. Como se mencionó anteriormente, el mtDNA, en la 
mayoría de los animales es una molécula circular = 16 kb. Sin embargo, 
el mtDNA de muchos organismos como el protista Tetrahymena existe 
como concatémeros lineales cabeza con cola de secuencia repetitiva. En 
la mayoría de los ejemplos extremos, el mtDNA del protista Amoebi- 
dium parasiticum está compuesto de varios cientos de cortas secuencias 
lineales distintas. Y el mtDNA de Trypanosoma está compuesto de múl- 
tiples maxicírculos concatenados (entrelazados) en miles de minicírcu- 
los que codifican RNA guías involucrados en la edición de la secuencia 
de mRNA mitocondriales codificados en los maxicírculos. 


Los productos de genes mitocondriales 
no son exportados 

Hasta donde se conoce, todos los transcriptos de mtDNA y sus produc- 
tos de traducción permanecen en la mitocondria en donde son produ- 


cidos y todas las proteínas codificadas por el miDNA se sintetizan en 
los ribosomas mitocondriales. El DNA mitocondrial codifica los TRNA 
que forman los ribosomas mitocondriales, aunque la mayoría de las 


proteínas ribosómicas se importan desde el citosol. En los animales y 


los hongos, todos los (RNA usados para la síntesis de proteínas en las 


mitocondrias también están codificados en el miDNA. Sin embargo, 


en las plantas y en la mayoría de los protozoos, la mayoría de los URNA 
mitocondriales son codificados por el DNA nuclear e import 
la mitocondria. 


ados hacia 


Al 


e Como reflejo de los ancestros bacterianos de las mitocondrias, los 

ribosomas mitocondriales se asemejan a los ribosomas bacteria- 
nos y difieren de los ribosomas citosólicos eucariontes en sus composi- 
ciones de RNA y proteína, sus tamaños y su sensibilidad a ciertos anti- 
bióticos (véase la Fig. 4-22). Por ejemplo, el cloranfenicol bloquea la 
síntesis proteica de los ribosomas mitocondriales y bacterianos de la 
mayoría de los organismos, pero la cicloheximida, que inhibe la síntesis 
proteica en los ribosomas citosólicos eucariontes, no afecta a los ribo- 
somas mitocondriales. Esta sensibilidad de los ribosomas mitocondria- 
les a la importante clase de aminoglucósidos de antibióticos que inclu- 


yen al cloranfenicol es la principal causa de toxicidad que estos 
antibióticos causan. Mi 


Las mitocondrias evolucionaron a partir de un 
acontecimiento endosimbiótico que involucra 
una bacteria del tipo Rickettsia 


El análisis de las secuencias mtDNA de varios eucariontes, incluso de 
protistas unicelulares que se separaron de otros eucariontes temprano 
en la evolución, proporciona evidencia fuerte de que la mitocondria 
tuvo un origen único. Es probable que las mitocondrias hayan surgi- 
do de un simbionte bacteriano cuyos parientes contemporáneos más 
cercanos se encuentran en el grupo Rickettsiaceae. Las bacterias en este 
grupo son parásitos intracelulares obligados. Por lo tanto, el ancestro 
de la mitocondria probablemente también tuvo un estilo de vida intra- 
celular, colocándolo en una buena ubicación para evolucionar dentro 


de un simbionte intracelular. El mtDNA con el número más grande de 
genes codificados encontrados hasta el momento está en la especie de 
protistas Keclinomonas americana. Todos los otros mtDNA tienen un 
subgrupo de los genes de R, americana, lo cual fuertemente implica que 
evolucionaron a partir de un ancestro con R. americana, perdiendo di- 
ferentes grupos de genes mitocondriales por deleción y/o transferencia 
al núcleo con el transcurso del tiempo. 

En los organismos cuyos mtDNA incluye sólo un número limitado 
de genes, se retiene cl mismo conjunto de genes mitocondriales, inde- 
pendientemente del filo que incluya a estos organismos (véase la Fig. 
6-23, proteínas naranjas). Una hipótesis de por qué estos genes nunca 
fueron transferidos de manera exitosa al genoma nuclear es que sus 
polipéptidos codificados son demasiado hidrófobos para cruzar la 
membrana mitocondrial externa y por lo tanto no podrían ser impor- 
tados de regreso a la mitocondria si fueran sintetizados en el citosol. 
De modo similar, el gran tamaño de los rRNA puede interferir con su 
transporte a partir del núcleo a través del citosol dentro de la mitocon- 
dria. Alternativamente, estos genes pueden que no hayan sido transfe- 
ridos al núcleo durante la evolución debido a que la regulación de su 
expresión en respuesta a las condiciones dentro de las mitocondrias 
individuales puede ser ventajosa. Si estos genes estuvieran localizados 
en el núcleo, las condiciones dentro de cada mitocondria no influencia- 
rían la expresión de las proteínas halladas en esa mitocondria. 


El código genético mitocondrial difiere del código 
nuclear estándar 


El código usado en las mitocondrias animales y de hongos es diferente 
del código estándar usado en todos los procariontes y los genes nuclea- 
res eucariontes; notablemente, el código incluso difiere en las mito- 
condrias de diferentes especies (Cuadro 6-3). Es un misterio por qué y 
cómo se originaron estas diferencias durante la evolución. Por ejemplo, 
UGA normalmente es un codón de terminación, pero es leído como 
triptófano por los sistemas de traducción mitocondriales de los seres 
humanos y los hongos; sin embargo, en las mitocondrias de plantas, 
UGA aún es reconocido como un codón de terminación. AGA y AGG, 


Cuadro 6-3 | Alteraciones en el código genético estándar en las mitocondrias 


Mitocondria 
Codón Código estándar* Mamíferos Drosophila Neurospora Levaduras Plantas 
UGA Stop Trp Trp Trp Trp Stop 
AGA, AGG Arg Stop Arg Arg Arg 
AUA lle Met Met Ile Met lle 
AUU lle Met Met Met Met lle 
CUU, CUC. CUA, CUG  Leu Leu Leu Leu Thr Leu 


EE A 


"Para prneinas codificadas en el nucleo 


FUENTE $. Anderson y cols., 1981, Nature 290:457; P. Borst en International Cell Biology 1980-1981, H. G. Schwiger, ed., Springer-Verlag, p. 239; C. Breitenberger y U, L Taj Bhandary, 1985, Trends Biochemn. Sci. 10:478- 
4833, V K. Eckenrode y C $ Levings. 1986, In Vitro Cell Dev. Biol. 22:169-176; J. M. Gualber y cols., 1989, Nature 341:660-662; y P. S. Covello y M. W. Gray, 1989, Nature 341:662-666. 
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los codones nu 


Las y 

CaTes estándares para la dy, tambien codilican 
WéelNia en el mubNa de plantas y hongos, pero son codones de te mi 
Nación en el mubNaA de mamileros 


y codones de serina en cl mtbNA 
de Drosophila. 


Como se muestra en el Cuadro 6-3, 1 

parecen utilizar el código genético 
comparaciones de las secuencias de aminoácidos de proteínas mito- 
condriales de plantas con las secuencias nucleotídicas de los mitDNA de 
Plantas sugieren que CGC codificaría arginina (el aminoácido “están- 
dar”) o triptófano. Esta no especificidad aparente 
drial de las Plantas se explica mediant 
RNA mitocondriales, 
residuos de uracilo. Si 


5 Mtocondrias de plantas 


estándar. Sin embargo, las 


del código mitocon- 
e la edición de los transcriptos de 
que pueden convertir los residuos de citosina a 


Una secuencia CGG es editada a UGG, el codón 
GG, mientras que 


arginina estándar. Por lo 
en las mitocondrias vegetales no utiliza 


Las mutaciones en el DNA mitocondrial 


causan diversas enfermedades genéticas 
en los seres humanos 


La gravedad de la enfermedad causada por una mutación en el mtD- 
NA depende de la naturaleza de la mutación y de la proporción de 
miDNA mutante y de tipo salvaje presente en un tipo celular parti- 
cular. En general, cuando se encuentran mutaciones en el mtDNA, las 
células contienen mezclas de mtDNA mutante y del tipo salvaje, una 
condición conocida como heteroplasmia. Cada vez que una célula so- 
mática o de la línea germinal de mamíferos se divide, los mtDNA de 
tipo mutantes y de tipo silvestre se segregan al azar en las células hijas, 
como ocurre en las células de levadura (véase la Fig. 6-22b). Por lo 
tanto, el genotipo del mtDNA, que fluctúa de una generación a otra y 
de una división celular a la siguiente, puede derivar hacia un mtDNA 
predominantemente del tipo salvaje o del tipo mutante. Puesto que 
todas las enzimas necesarias para la replicación y el crecimiento de 
las mitocondrias de mamíferos, como las RNA y DNA polimerasas 
mitocondriales, están codificadas en el núcleo y se importan desde el 
citosol, un mtDNA mutante no debería ser una “desventaja de repli- 
cación”; los mutantes que involucran deleciones grandes del mtDNA 
incluso podrían disfrutar de una ventaja selectiva en la replicación, 
debido a que pueden replicarse de forma más rápida. 

Investigaciones recientes sugieren que la acumulación de mutacio- 
nes en el mtDNA es un componente importante del envejecimiento en 
mamíferos. Se ha observado que las mutaciones en el mtDNA se acu- 
mulan con el envejecimiento, probablemente debido a que el mtDNA 
de mamífero no se repara en respuesta al daño del DNA. Para estilos 
esta hipótesis, los investigadores utilizaron técnicas de sustitución de 
secuencia génica o genes knock in para reemplazar el gen nuclear que 
codifica la DNA polimerasa mitocondrial con actividad correctora de 
prueba normal (véase la Fig. 4-34) por un gen mutante que codifica 
una polimerasa defectuosa en la corrección de prueba. Las mutaciones 
en el mtDNA se acumularon mucho más rápido en los ratones mutan- 
tes homocigotos que en los ratones de tipo salvaje y los ratones mutan- 
tes envejecieron a una tasa muy acelerada (Fig. 6-24). 
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FIGURA EXPERIMENTAL 6-24 Los ratones con una DNA polimerasa mito- 
condrial defectuosa para la función de corrección de prueba presentan 
envejecimiento prematuro. Se preparó una línea de ratón knock-in (con 
sustitución de secuencia génica) mediante métodos analizados en el Capitulo 5, 
con una mutación de ácido aspártico por alanina en el gen que codifica la DNA 
polimerasa mitocondrial (D257A), inactivando la función Ccorrectora de prueba 
de la polimerasa. (a) Ratones de tipo silvestre y mutantes homocigotos de 390 
días de edad (13 meses). El ratón mutante exhibe muchas de las Características 
de un ratón viejo (> 720 días, o 24 meses de edago). (b) Gráfico de la supervi- 
vencia versus el tiempo de los ratones de tipo silvestre (+/-+), heterocigotos 


(D257A/+), y homocigotos (D257A/D257A). (Adaptado de G. C Kujoth y cols. 2005, Scwnce 


309:481. Parte [a] cortesia de Jeff Miller/University of Winsconsin-Madison and Gregory Kujoth Ph D) 


Con pocas excepciones, todas las células humanas tienen mito- 

condrias, aunque las mutaciones en el mtDNA afectan sólo algu- 
nos tejidos. Los tejidos más afectados son los tejidos que tienen altos 
requerimientos del ATP producido por la fosforilación oxidativa y los 
tejidos que necesitan la mayoría o todo el mtDNA de la célula para 
sintetizar suficientes cantidades de proteínas mitocondriales funciona- 
les. Por ejemplo, la neuropatía óptica hereditaria de Leber (degeneración 
del nervio óptico) es causada por una mutación sin sentido del gen de 
mtDNA que codifica la subunidad 4 de la NADH-C0Q reductasa 
(complejo 1), una proteína necesaria para la producción de ATP por 
parte de la mitocondria (véase la Fig. 12-16). Cualquiera de las diversas 
deleciones grandes en el mtDNA causa otro grupo de enfermedades, 
que incluyen la oftalmoplejía externa progresiva crónica, caracterizada 
por defectos oculares y el síndrome de Kearns-Sayre, caracterizado por 
defectos oculares, arritmias cardíacas y degeneración del sistema ner- 
vioso central. Un tercer trastorno, que causa fibras musculares “desga- 
rradas” (con mitocondrias ensambladas en forma inadecuada) y movi- 
mientos espasmódicos descontrolados asociados, se debe a una sola 
mutación en el asa TyCG del tRNA de la lisina mitocondrial. Como 


resultado de esta mutación, aparentemente se inhibe la traducción de 
varias proteínas mitocondriales. IM 


Los cloroplastos contienen DNA grandes que suelen 
codificar más de un centenar de proteínas 


Ary] Se cree que al igual que las mitocondrias, los cloroplastos han 

evolucionado a partir de una bacteria fotosintética endosimbióti- 
ca ancestral (véase la Fig. 6-20). Sin embargo, el acontecimiento endo- 
simbiótico que dio origen a los cloroplastos ocurrió más recientemente 
(hace 1 200-1 500 millones de años) que el acontecimiento que llevó a 
la evolución de las mitocondrias (hace 1 500-2 200 millones de años). 
En consecuencia, los DNA de los cloroplastos contemporáneos mues- 
tran menos diversidad estructural que los mtDNA. También de manera 
similar a las mitocondrias, los cloroplastos contienen múltiples copias 
del DNA y los ribosomas organulares, que sintetizan algunas de las pro- 
teínas codificadas por los cloroplastos usando el código genético están- 
dar. Al igual que el mtDNA de las plantas, el DNA de cloroplastos se 
hereda exclusivamente uniparentalmente a través del progenitor feme- 
nino (huevo). Otras proteínas de cloroplastos son codificadas por los 
genes nucleares, se sintetizan sobre los ribosomas citosólicos y luego se 
incorporan en el orgánulo (Cap. 13). M 


En las plantas superiores, los DNA de cloroplastos son de 
120-160 kb de largo, dependiendo de las especies. Inicialmente se pen- 
saba que eran moléculas de DNA circular debido a que en los orga- 
nismos genéticamente manejables como el protozoo Chlamydomonas 
reinhardtii, el mapa genético es circular. Sin embargo, estudios recien- 
tes revelaron que los DNA de cloroplastos de plantas son en realidad 
concatémeros lineales largos cabeza-con-cola más la recombinación de 
intermediarios entre moléculas lineales largas. En estos estudios, los 
investigadores utilizaron técnicas que minimizan la ruptura mecánica 
de moléculas de DNA largas durante el aislamiento y la electroforesis 
en gel, permitiendo el análisis de DNA del tamaño de megabases. 

Se han determinado las secuencias completas de diversos DNA de 
cloroplastos de plantas superiores. Estos contienen 120-135 genes, 130 
en la planta modelo Arabidopsis thaliana. El DNA de cloroplasto de A. 
thaliana contiene 76 genes que codifican proteínas y 54 genes con pro- 
ductos de RNA como rRNA y tRNA. Los DNA de cloroplastos codifican 
las subunidades de una RNA polimerasa similar a la bacteriana y expre- 
san muchos de sus genes a partir de operones policistrónicos como en 
las bacterias (véase la Fig. 4-13a). Algunos genes de cloroplastos contie- 

nen intrones, pero éstos son similares a los intrones especializados que 
se encuentran en algunos genes bacterianos y en genes mitocondriales 
de hongos y protozoos, en lugar de los intrones de genes nucleares. 
Al igual que en la evolución de los genomas mitocondriales, muchos 
genes en el endosimbionte cloroplasto ancestral, que era redundante 
con los genes nucleares, se perdieron a partir del DNA de cloroplastos. 
Además, muchos genes esenciales para la función de los cloroplastos 
se han transferido al genoma nuclear de las plantas durante el tiempo 
evolutivo. Estimaciones recientes a partir del análisis de secuencia de la 
A. thaliana y los genomas de cianobacterias indican que se han trans- 
ferido = 4 500 genes del endosimbionte original al genoma nuclear. 


El Se han desarrollado métodos similares a los utilizados para la 
transformación de células de levadura (Cap. 5) para introducir en 
forma estable DNA foráneo dentro de los cloroplastos de plantas supe- 
riores. El gran número de moléculas de DNA de cloroplasto por célula 


permite la introducción de miles de copias de un gen genéticamente mo- 
dificado dentro de cada célula, produciendo concentraciones extraordi- 
nariamente elevadas de producción de proteína foránea. Recientemente, 
la transformación de cloroplastos ha llevado a la modificación genética 
de plantas que son resistentes a las infecciones bacterianas y micóticas, a 
las sequías y a los herbicidas. El nivel de producción de proteínas foráneas 
es comparable con el logrado con las bacterias genéticamente modifica- 
das, tornando probable que la transformación de cloroplastos sea usada 
para la producción de medicamentos para uso humano y posiblemente 
para la modificación genética de cultivos alimentarios que contengan al- 
tos niveles de todos los aminoácidos esenciales para los seres humanos. M 


CONCEPTOS CLAVE de la sección 6.4 
DNA de los orgánulos 


» Las mitocondrias y los cloroplastos probablemente evolucionaron a 
partir de las bacterias que formaban una relación simbiótica con célu- 
las ancestrales que contenían un núcleo eucarionte (véase la Fig. 6-20). 


» La mayoría de los genes que se encontraban originalmente dentro de 
las mitocondrias y cloroplastos o bien se perdieron debido a que sus 
funciones eran redundantes con los genes nucleares o se trasladaron 
al genoma nuclear en el transcurso del tiempo evolutivo, dejando un 
conjunto de genes diferentes en el DNA de orgánulos de diferentes or- 
ganismos (véase la Fig. 6-23). 


- Los mtDNA de animales son moléculas circulares que reflejan sus 
probables orígenes bacterianos. Los mtDNA de plantas y los DNA de 
cloroplastos en general son más largos que los mtDNA de otros euca- 
riontes, en gran parte debido a que contienen más regiones no codifi- 
cantes y secuencias repetitivas. 


« Todos los mtDNA y los DNA de cloroplastos codifican rRNA y algu- 
nas de las proteínas involucradas en el transporte electrónico fostosin- 
tético o mitocondrial y en la síntesis de ATP. La mayoría de los mtDNA 
de animales y los DNA de cloroplastos también codifican el tRNA ne- 
cesario para traducir los mRNA organulares. 


« Debido a que la mayoría de los mtDNA se heredan a partir de los 
óvulos en lugar de los espermatozoides, las mutaciones en el mtDNA 
exhiben un patrón de herencia citoplasmático materno. De manera si- 
milar, el DNA de cloroplastos se hereda exclusivamente del progenitor 
materno. 


+ Los ribosomas mitocondriales se asemejan a los ribosomas bacteria- 
nos en sus estructuras, sensibilidad al cloranfenicol y resistencia a la 
cicloheximida. 


* El código genético de los mtDNA de los animales y hongos difieren 
levemente del bacteriano y del genoma nuclear, y varía entre diferentes 
animales y hongos (véase el Cuadro 6-3), Por el contrario, los mtDNA 
de plantas y los DNA de cloroplastos parecen compartir el código ge- 
nético estándar. 


- Varios trastornos neuromusculares en los seres humanos son el resul- 
tado de mutaciones en el miDNA. Los pacientes en general tienen una 
mezcla de tipo silvestre y mDNA mutante en sus células (heteroplas- 
mia): cuanta más alta sea la fracción de mtDNA mutante, más grave es 


el fenotipo mutante. 
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6.5 Genómica: análisis amplio del genoma 
de la estructura y la expresión génica 


Mediante el uso de las técnicas automatizadas de secuenciación de 
DNA y de los algoritmos informáticos para armar los datos de secuen- 
cia, los investigadores han determinado vastas cantidades de secuencias 
de DNA que incluyen casi la totalidad de la secuencia genómica huma- 
na y muchos organismos experimentales clave, Este volumen enorme 
de datos, que crece a un ritmo rápido, se almacena y organiza en dos 
bancos de datos principales: el GenBank en el National Institutes of 
Health, Bethesda, Maryland, y el EMBL Sequence Data Base en el labo- 
ratorio de biología molecular europeo en Heidelberg, Alemania. Estas 
bases de datos intercambian continuamente nuevas secuencias identi- 
ficadas y las ponen a disposición de los científicos de todo el mundo en 
Internet. Hasta el momento, se han determinado por completo, o casi 
por completo, las secuencias genómicas de cientos de virus y bacterias, 
decenas de archaeas, levaduras (eucariontes), plantas que incluyen el 
arroz y el maíz, importantes modelos multicelulares eucariontes como 
el nematodo C. elegans, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster, 
ratones, seres humanos y representantes de = 35 filos de metazoos. El 
costo y la velocidad de secuenciación de una magabase de DNA ha ba- 
jado tanto que se ha secuenciado el genoma completo en células can- 
cerosas y se lo ha comparado con el genoma en células normales del 
mismo paciente con el fin de determinar todas las mutaciones que se 
han acumulado en sus células tumorales. Esta técnica puede revelar 
genes que comúnmente están mutados en todos los cánceres, como 
así también genes que suelen estar mutados en células tumorales de 
diferentes pacientes con el mismo tipo de cáncer (p. ej., cáncer de 
mama versus de colon). Este enfoque puede eventualmente llevar a 
tratamientos contra el cáncer altamente individualizados, adaptados 
a las mutaciones específicas de las células tumorales de un paciente 
particular. Las últimas técnicas de secuenciación de DNA automatiza- 
das son tan poderosas que actualmente se puso en marcha un proyecto 
conocido como el “Proyecto de los 1 000 genomas” con el objetivo de 
secuenciar la mayoría de los genomas de 1 000-2 000 individuos elegi- 
dos al azar de todo el mundo con el fin de determinar la extensión de 
las variaciones genéticas humanas como una base para la investigación 
de las relaciones entre genotipo y fenotipo en los seres humanos. Más 
aún, se han fundado empresas privadas que van a secuenciar gran parte 
del genoma de un individuo por = 100US$ para realizar una búsqueda 
de variaciones de secuencia que puedan afectar la probabilidad de de- 
sarrollar enfermedades específicas. 

En esta sección, se examinarán algunas de las formas en que los 
investigadores aprovechan la riqueza en los datos para proporcionar 
información acerca de la función génica y las relaciones evolutivas, 
para identificar genes nuevos cuyas proteínas codificadas nunca han 
sido aisladas y para determinar cuándo y dónde se expresan los genes. 
Este uso de las computadoras para analizar los datos de las secuen- 
cias ha dado lugar al surgimiento de un nuevo campo en la biología: la 
bioinformática. 


Las secuencias almacenadas sugieren funciones 
recién identificadas de proteínas y genes 


Como se analizó en el Capítulo 3, las proteínas con funciones simi- 
lares suelen contener secuencias de aminoácidos que corresponden a 
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las codifican. Por esta razón, se suelen 
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ínas en lugar de las secuencias de DNA 


comparar las secuencias de prote 
correspondientes. 

El programa de computación m 
propósito se conoce como BLAST (basic local algamen: search 
tool). El algoritmo BLAST divide la secuencia de la “nueva ' proteína 
(conocida como la secuencia consultada, query) en AOS us 
cortos y luego busca en la base de datos coincidencias significati- 
vas con cualquiera de las secuencias almacenadas. Este programa de 
coincidencias asigna una puntuación elevada a los aminoácidos con 
idénticas coincidencias y una puntuación baja a las coincidencias en- 
tre aminoácidos que estan relacionados (p. ej., hidrófobos, polares, 
cargados positivamente, cargados negativamente) pero no idénticos. 
Cuando se encuentra una coincidencia importante para un segmen- 
to, el algoritmo BLAST buscará localmente para expandir la región 
de similitud. Después de que se haya completado la búsqueda, el pro- 
grama clasifica las coincidencias entre la proteína problema y las di- 
versas proteínas conocidas en base a sus valores p. Este parámetro es 
una medida de la probabilidad de hallar tal grado de similitud entre 
dos secuencias de proteínas por casualidad. Mientras más bajo es el 
valor p, mayor es la similitud de secuencia entre dos secuencias. Un 
valor p menor a alrededor de 107? suele ser considerado como una 
evidencia significativa de que dos proteínas comparten un ancestro 
común. Se han desarrollado muchos programas de computación al- 
ternativos al BLAST que detectan relaciones entre proteínas que es- 
tán más distantemente relacionadas entre sí de lo que BLAST puede 
detectar. El desarrollo de tales métodos es actualmente un área activa 
de la investigación en bioinformática. 


ás ampliamente usado para este 


MA Para ilustrar el poder de esta técnica, consideraremos el gen hu- 
mano NFI. Las mutaciones en NF] se asocian con la enfermedad 
hereditaria neurofibromatosis 1, en la cual se desarrollan múltiples tu- 
mores en el sistema nervioso periférico, causando grandes protuberan- 
cias en la piel. Después de que se aisló y secuenció un clon de cDNA de 
NFI, se dedujo la secuencia de la proteína NF1 y se contrastó contra 
Otras secuencias proteicas en el GenBank. Se descubrió que una región 
de la proteína NF1 tenía considerable homología con una porción de la 
proteína de levadura llamada Ira (Fig. 6-25). Estudios previos demos- 
traron que Ira es una proteína con actividad GTPasa (GAP) que modu- 
la la actividad GTPasa de la proteína monomérica G llamada Ras (véa- 
se la Fig. 3-32). Como se analizará en detalle en el Capítulo 16, las 
proteínas GAP y Ras funcionan normalmente en el control de la repli- 
cación y la diferenciación celular en respuesta a señales de células veci- 
nas. Los estudios funcionales sobre la proteína NE1l normal, obtenidos 
por expresión del gen de tipo salvaje clonado, demostraron que efecti- 
vamente regulaban la actividad de Ras, como lo sugería su homología 
con Ira. Estos hallazgos sugieren que los pacientes con neurofibroma- 
tosis expresan una proteína mutante NE 1 en las células del sistema ner- 
vioso periférico, lo que conduce a la inapropiada división celular y for- 
mación de los tumores característicos de la enfermedad. Mi 
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FIGURA 6-25 Comparación de las regiones de la proteína humana NF1 
y de la proteína Ira de $. cerevisiae que muestran gran similitud de se- 
cuencia. Las secuencias de NF1 e Ira se muestran en la parte superior e inferior 
de cada fila, respectivamente, en el código de aminoácidos de una letra (véase 
la Fig. 2-14). Los aminoácidos que son idénticos en las dos proteínas se resaltan 
en amarillo. Los aminioácidos con cadenas laterales químicamente similares 


Incluso cuando una proteína no muestra similitud significativa a 
otras proteínas con el algoritmo BLAST, puede no obstante compartir 
una secuencia corta que es funcionalmente importante. Tales segmen- 
tos cortos recurrentes en muchas proteínas diferentes, llamados como 
motivos estructurales, suelen tener funciones similares. Varios de tales 
motivos se describen en el Capítulo 3 y se ilustran en la Figura 3-9. 
Para investigar estos y otros motivos en una proteína nueva, los inves- 
tigadores comparan la secuencia de proteínas con una base de datos de 


secuencias de motivos conocidos. 


La comparación de secuencias relativas 
de diferentes especies puede brindar indicios 
acerca del parentesco evolutivo entre proteinas 


Las búsquedas con BLAST de secuencias de proteínas relacionadas pue- 
den revelar que las proteínas pertenecen a una familia de proteínas. Al 
comienzo, consideramos las familias de genes dentro de un organismo 
simple, usando los genes de la B-globina en los seres humanos como un 
ejemplo (véase la Fig. 6-4a). Pero en una base de datos que incluye las 
secuencias genómicas de múltiples organismos, las familias de proteí- 
nas también pueden reconocerse al ser compartidas entre organismos 
relacionados. Considérese, por ejemplo, las proteínas tubulinas; éstas 
son las subunidades básicas de los microtúbulos, que son componentes 
importantes del citoesqueleto (Cap. 18). De acuerdo al esquema simpli- 
ficado en la Figura 6-26a, se cree que las células eucariontes más primi- 
tivas contenían un único gen de tubulina que se duplicó temprano en la 
evolución; subsiguientes divergencias de las diferentes copias del gen de 
la tubulina original formaron las versiones ancestrales de los genes de la 
A-y B-tubulina. Como a partir de estas células eucariontes tempranas 
Surgieron diferentes especies, cada una de estas secuencias génicas diver- 
Sleron aún más, dando origen a las formas levemente diferentes de las 
%-y B-tubulina que se encuentran actualmente en cada especie. 


6.5 Genómica: análisis amplio del genoma de la estructura y la expresión génica 


pero no idénticas están conectados con un punto azul. Los números de ami- 
noácidos en las secuencias proteicas se muestran en los extremos izquierdos 

y derechos de cada fila. Los puntos negros indican “brechas” en la secuencia 
proteica insertados con el fin de maximizar el alineamiento de los aminoácidos 
homólogos. El valor p BLAST para estas dos secuencias es de 10728, lo cual 
indica un alto grado de similitud. (De G. Xu. y cols. 1990, Cell 62:599) 


Todos los miembros diferentes de la familia de genes (o proteí- 
nas) de la tubulina son suficientemente similares en secuencia como 
para sugerir una secuencia ancestral común. Por lo tanto, todas estas 
secuencias se consideran homólogas. Más específicamente, las secuen- 
cias que presumiblemente surgieron como resultado de la duplicación 
génica (p. ej., las secuencias A-y B-tubulina) se describen como pará- 
logas. Las secuencias que surgieron debido a la especiación (p. ej., los 
genes O-tubulina en diferentes especies) se describen como ortólogas. 
A partir del grado de relación de las secuencias de tubulinas presentes 
en diferentes organismos de la época actual, se pueden deducir las re- 
laciones evolutivas, como se ilustra en la Figura 6-26b. De los tres tipos 
de parentesco de secuencias, las secuencias ortólogas son las que más 
probablemente comparten la misma función. 


Los genes pueden identificarse dentro 
de secuencias del DNA genómico 


La secuencia genómica completa de un organismo contiene la infor- 
mación necesaria para deducir la secuencia de cada proteína sintetiza- 
da en las células de ese organismo. Para muchos organismos tales como 
las levaduras y las bacterias, cuyos genomas tienen pocos intrones y 
cortas regiones intergénicas, la mayoría de las secuencias se pueden 
encontrar rastreando la secuencia genómica en búsqueda de marcos 
abiertos de lectura (ORF) de longitudes considerables. Un ORF suele 
definirse como un segmento que contiene al menos 100 codones que 
comienzan con un codón de inicio y terminan con un codón de termi- 
nación. Debido a que la probabilidad de que una secuencia aleatoria 
de DNA no contenga ningún codón de terminación cada 100 codones 
seguidos es muy baja, la mayoría de los ORF codifican proteína. 

El análisis de los ORF identifica correctamente más del 90% de los 
genes en levaduras y bacterias. Sin embargo, algunos de los genes más 
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FIGURA 6-26 Generación de diversas secuencias de tubulina durante la 
evolución de los eucariontes. (a) Mecanismo probable que da origen a los 
genes de tubulina encontrados en las especies existentes. Es posible deducir 
que ocurrió un acontecimiento de duplicación génica antes de la especiación 
debido a que las secuencias de ar-tubulina de diferente especies (p. ej. seres 
humanos y levadura) son más parecidas que las secuencias de a-tubulina y 
f-tubulina dentro de una especie. (b) Un árbol filogenético representando las 
relaciones entre las secuencias de tubulina. Los puntos de ramificación (nodos), 
indicados por número pequeños, representan genes ancestrales comunes al 


cortos no se detectan por este método y ocasionalmente surgen por 
casualidad marcos abiertos de lectura muy largos que no son realmente 
genes. Ambos tipos de tareas fallidas pueden corregirse por un análisis 
más sofisticado de la secuencia y por los análisis genéticos para la fun- 
ción génica. De los genes de Saccharomyces identificados de esta forma, 
alrededor de la mitad ya se conocían por algún criterio funcional como 
el fenotipo mutante. Estas funciones de algunas proteínas codificadas 
por los genes putativos restantes (sospechados) identificados por el 
análisis ORF se asignaron sobre la base de sus similitudes de secuencia 
a proteínas conocidas en otros organismos. 

La identificación de genes en organismos con una estructura genó- 
mica más compleja requiere algoritmos más sofisticados que la búsqueda 
de marcos abiertos de lectura. Debido a que la mayoría de los genes en los 
eucariontes superiores están compuestos de múltiples exones relativa- 
mente cortos, separados en general por intrones no codificantes bastan- 
tes largos, el rastreo de los ORF es un método deficiente para encontrar 
genes. Los mejores algoritmos para encontrar genes combinan todos los 
datos disponibles que podrían sugerir la presencia de un gen en un sitio 
genómico particular. La información relevante incluye el alineamiento o 
hibridación de una secuencia problema a un cDNA de longitud comple- 
ta; el alineamiento a una secuencia de cCDNA parcial, en general 200-400 
pb en longitud, conocida como eriguetas de secuencias expresadas (EST, 
del inglés expressed sequence tag); la adaptación a modelos para exo- 
nes, intrones y secuencias de sitio de corte y empalme; y la similitud de 
secuencia con otros organismos. Usando estos métodos bioinformáti- 
cos, los biólogos computacionales han identificado aproximadamente 
= 19 800 genes que codifican proteína en el genoma humano. 

Un método particularmente poderoso para la identificación de ge- 
nes humanos €s la de comparar la secuencia genómica humana con 


254 CAPÍTULO 6 * Genes, genómica y cromosomas 


Ortólogos 


(b) _ AA 


14 
o-tubulina (humana) 
a-tubulina (mosca) 


a-tubulina (gusano) 


y 
o-tubulina (levadura) 5 
El 
Ortólogos 8 
i “ 
Tubulina po 2 
ancestral B-tubulina (humana) 


f-tubulina (mosca) 
P-tubulina (gusano) 


f-tubulina (levadura) 


momento que divergieron dos secuencias. Por ejemplo, el nodo | representa 

el acontecimiento de duplicación que da origen a las familias de ac-tubulina y 
fP-tubulina, y el nodo 2 representa la divergencia de las levaduras respecto de 
las especies multicelulares. Los corchetes y las flechas indican, respectivamente, 
los genes de tubulina ortólogos, que difieren como resultado de la especiación, 
y los genes parólogos, que diñeren como resultado de la duplicación génica. 
Este diagrama está simplificado de alguna manera debido a que las moscas, 
gusanos y seres humanos en realidad contienen múltiples genes de a-tubulima 
y P-tubulina que surgieron a partir de acontecimientos de duplicación génica. 


la del ratón. Los seres humanos y los ratones están lo suficientemente 
emparentados como para tener la mayoría de los genes en común, aun- 
que las secuencias mayormente no funcionales, como las secuencias 
intergénicas y los intrones, tenderán a ser muy diferentes debido a que 
estas secuencias no se encuentran bajo presión selectiva fuerte. Por eso 
es probable que los segmentos correspondientes al genoma humano y 
murino que exhiben alta similitud de secuencia sean funcionalmente 
importantes: los exones, las regiones de control de la transcripción, o 
las secuencias con otras funciones que aún no se comprenden bien. 


El número de genes que codifican proteínas en el 
genoma de un organismo no está directamente 
relacionado a su complejidad biológica 


La combinación de secuenciación genómica y algoritmos computa- 
ciones que encuentran genes ha producido el inventario completo de 
los genes que codifican proteínas para una variedad de organismos. 
La Figura 6-27 muestra que el número total de genes que codifican 
una proteína en diversos genomas eucariontes que han sido comple- 
tamente secuenciados. Las funciones de cerca de la mitad de proteínas 
codificadas en estos genomas se conocen o se han predicho en base a 
comparaciones de secuencia. Una de las características sorprendentes 
de esta comparación es que el número de genes que codifican proteínas 
dentro de diferentes organismos no parece ser proporcional a nuestra 
sensación intuitiva de su complejidad biológica. Por ejemplo, el ne- 
matodo C. elegans aparentemente tiene más genes que la mosca de la 
fruta Drosophila, que tiene un plan corporal y un comportamiento más 
complejo. Y los seres humanos tienen menos de una vez y media del 
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FIGURA 6-27 Comparación de la cantidad y tipos de proteína codificada 
en los genomas de diferentes eucariontes. Para cada organismo, el área de 
todo el gráfico circular representa la cantidad total de genes que codifican pro- 
teína, todos mostrados más o menos a la misma escala. En la mayoría de casos, 
las funciones de las proteínas codificadas por alrededor de la mitad de los genes 
todavía se desconocen (celeste). Las funciones de los restantes se conocen o se 
han predicho por similitud de secuencia con genes de función conocida. (Adapta- 
do de Internatronal Human Genome Sequencing Consortium, 2001, Nature 409:860) 


número de genes de C. elegans. Cuando se tornó aparente por primera 
vez que los seres humanos tenían menos del doble de la cantidad de 
genes que codifican proteínas que el gusano simple, fue difícil entender 
como un pequeño incremento en el número de proteínas podía gene- 
rar tal diferencia en la complejidad. 

Claramente, las simples diferencias cuantitativas en el número de 
genes en los genomas de diferentes organismos eran inadecuadas para 
explicar las diferencias en la complejidad biológica. Sin embargo, di- 
versos fenómenos pueden generar más complejidad en las proteínas 
expresadas de los eucariontes superiores de lo que se predice a partir 
de sus genomas. Primero, el corte y empalme alternativo de un premR- 
NA puede dar múltiples mRNA funcionales correspondientes a un gen 
particular (Capítulo 8). Segundo, las variaciones en las modificaciones 
post traduccionales de algunas proteínas pueden producir diferencias 
funcionales. Finalmente, la creciente complejidad biológica es el resul- 
tado del número incrementado de células formadas por las mismas 
clases de proteínas. Mayores cantidades de células pueden interactuar 
cn combinaciones más complejas, como sucede al comparar la corte- 
za cerebral del ratón con la del hombre. En ambas cortezas cerebrales, 
Murina y humana, se encuentran presentes células similares, pero en 
los seres humanos son más las que hacen conexiones más complejas. 
La evolución de la complejidad biológica creciente de los organismos 


Arabidopsis (planta) 


Saccharomyces (levadura) 


= 6000 


C. elegans (gusano) 


18 266 


25 706 


[|] Metabolismo 


ES Replicación/modificación del DNA 
[ES] Transcripción/traducción 

[E] Señalización intracelular 

E Comunicación célula-célula 


[5 Plegamiento de proteína y degradación 


EN Transporte 


LA Proteínas multifuncionales 


Citoesqueleto/estructura 


Defensa e inmunidad 


multicelulares probablemente requirió regulaciones de la replicación y 
la expresión génica de la célula cada vez más complejas, llevando a una 
complejidad creciente del desarrollo embrionario. 

Las funciones específicas de muchos genes y proteínas identificadas 
por análisis de las secuencias genómicas aún no han sido determina- 
das. A medida que los investigadores desenredan las funciones de las 
proteínas individuales en diferentes organismos y el posterior detalle 
de sus interacciones con otras proteínas, los avances resultantes se po- 
drán aplicar de inmediato a todas las proteínas homólogas en otros 
organismos. Cuando se conozca la función de cada proteína, sin dudas, 
emergerá una comprensión más sofisticada de las bases moleculares de 
los sistemas biológicos complejos. 


CONCEPTOS CLAVES de la Sección 6.5 


Genómica: análisis amplio del genoma de la 
estructura y la expresión génica 


* La función de una proteína que no ha sido aislada (una proteina pro- 
blema) suele predecirse en base a la similitud de su secuencia de ami- 
noácidos con las secuencias de proteínas de función conocida. 
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* Un algoritmo computacional conocido como BLAST busca rápida- 
mente en la base de datos las secuencias proteicas conocidas para en- 
contrar aquellas con similitud significativa a una proteína problema. 


* Las proteínas con motivos funcionales comunes, que suelen ser bas- 
tantes cortos, pueden no identificarse en una búsqueda BLAST típica. 
Estas secuencias cortas pueden ser localizadas en búsquedas en bases 
de datos de motivos. 


* Una familia de proteínas abarca múltiples proteínas que derivan de 
la misma proteína ancestral. Los genes codificados por estas proteínas, 
que constituyen la familia de genes correspondiente, surgen por un 
acontecimiento de duplicación génica inicial y posterior divergencia 
durante la especiación (véase la Fig. 6-26). 


* Los genes emparentados y sus proteínas codificadas que derivan de un 
acontecimiento de duplicación génica son parálogos, como las y AL- y 
B-globinas que se combinan en la hemoglobina (a,B,); aquellos que 
derivan de mutaciones que se acumularon durante la especiación son 
ortólogos. Las proteínas que son ortólogas suelen tener una función 
similar en diferentes organismos, como las B-globinas en los seres hu- 
manos adultos y los ratones. 


* Los marcos abiertos de lectura (ORF) son regiones del DNA genómi- 
co que contienen al menos 100 codones localizados entre un codón de 


inicio y un codón de terminación. 


« La búsqueda por computadora de las secuencias genómicas enteras 
bacteriana y de levadura a través de marcos abiertos de lectura (ORF) 
identifican correctamente la mayoría de los genes que codifican pro- 
teínas. Se deben usar diversos tipos de información adicional para 
identificar los genes probables (putativo) en las secuencias genómi- 
cas de los seres humanos y otros eucariontes superiores debido a su 
estructura génica más compleja, en la cual los exones codificantes 
relativamente cortos están separados por intrones no codificantes, 


relativamente largos. 


+ El análisis de las secuencias genómicas completas para diferentes orga- 
nismos indica que la complejidad biológica no está directamente rela- 
cionada al número de genes que codifican proteína (véase la Fig. 6-27). 


6.6 Organización estructural de los cromosomas 
eucariontes 


Ahora que hemos analizados los diversos tipos de secuencias de DNA 
que se encuentran en los genomas eucariontes y cómo se organizan 
dentro de él, abordamos la pregunta de cómo se organizan las molécu- 
las de DNA dentro de las células eucariontes. Debido a que la longitud 
total de DNA celular es hasta cien mil veces el diámetro de una célula, 
el empaquetamiento del DNA es crítico para la arquitectura celular. 
También es esencial evitar que las largas moléculas de DNA se anu- 
den o se enreden unas con otras durante la división celular, cuando 
deben ser precisamente segregadas hacia las células hijas. La tarea de 
compactación y organización de DNA cromosómico es realizada por 
proteínas nucleares llamadas histonas. El complejo de histonas y DNA 
se denomina cromatina. 
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cada cromosoma eucarionte incluye millones de moléculas de protej. 
na individual, cada cromosoma contiene sólo una molécula de DNA 
lineal, extremadamente larga. Las moléculas de DNA px largas en los 
cromosomas humanos, por ejemplo, son de 2,8 x 10* pares de bases, 
¡o casi 10 cm de longitud! La organización estructural de la cromatina 
permite que esta vasta longitud de DNA sea compactada dentro de las 
restricciones microscópicas de un núcleo celular (véase la Fig. 6-1). De 
todos modos, la cromatina está organizada de tal forma que las secuen. 
cias de DNA específicas dentro de ella están disponibles rápidamente 
para los procesos celulares como la transcripción, replicación, repara- 
ción y recombinación de las moléculas de DNA. En esta sección, des- 
cribiremos las propiedades de la cromatina y su organización dentro de 
los cromosomas. Las características importantes de los cromosomas en 
su totalidad se tratan en la siguiente sección. 


La cromatina, que es 


La cromatina existe en las formas extendida 
y condensada 


Cuando se aísla el DNA del núcleo eucarionte usando un método que 
preserva las interacciones DNA-proteína, se asocia con una masa igual 
de proteínas en el complejo nucleoproteína conocido como cromatina. 
Las histonas, las proteínas más abundantes en la cromatina, constitu- 
yen una familia de pequeñas proteínas básicas. Los cinco principales 
tipos de proteínas histonas, llamadas H1, H2A, H2B, H3 y HA son ricos 
en aminoácidos básicos cargados positivamente, que interactúan con 
los grupos fosfatos cargados negativamente en el DNA. 

Cuando la cromatina se extrae del núcleo y se la examina en el mi- 
croscopio electrónico, su apariencia depende de la concentración salina 
a la cual se la expone. A concentraciones salinas bajas en ausencia de 
cationes divalentes como Mg?*?, la cromatina aislada se asemeja a “per- 
las en un collar” (Fig. 6-28a). En esta forma extendida, el collar está 
compuesto de DNA libre llamado DNA “conector” que une estructuras 
similares a las perlas llamadas nucleosomas. Los nucleosomas compues- 
tos por DNA e histonas tienen alrededor de 10 nm de diámetro y son 
las unidades estructurales primarias de la cromatina. Si la cromatina se 
aísla a concentración salina fisiológica, asume una forma tipo fibra más 
condensada que tiene un diámetro de 30 nm (Fig. 6-28b). 


Estructura de los nucleosomas El componente de DNA de los nu- 
cleosomas es mucho menos susceptible a la digestión por nucleasa que 
el DNA conector entre ellos. Si el tratamiento con nucleasa se controla 
cuidadosamente, se pueden digerir todos los DNA conectores, liberan- 
do los nucleosomas individuales con su componente de DNA. Un nu- 
cleosoma consiste de un núcleo o centro proteico con DNA enrollado 
alrededor de su superficie como un hilo alrededor de un carrete. El cen- 
tro es un octámero que contiene dos copias de cada una de las histonas 
H2A, H2B, H3 y HA. La cristalografía de rayos X ha demostrado que el 
centro octamérico de histonas es una estructura más o menos en forma 
de disco hecha de subunidades de histonas entrelazada (E ig. 6-29). Los 
nucleosomas de todos los eucariontes contienen = 147 pares de bases de 
DNA enroscados, algo menos de dos vueltas alrededor del centro de la 
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proteína. La longitud del DNA conector es más variable entre especies, 
e incluso entre diferentes células de un organismo, variando entre 10 a 
90 pares de bases. Durante la replicación celular, el DNA se ensambla 
dentro de los nucleosomas corto tiempo después de que pasa la horqui- 
lla de replicación (véase la Fig. 4-33). Este proceso depende de histonas 
específicas chaperonas que se unen a las histonas y las ensamblan juntas 
con DNA recientemente replicado dentro de los nucleosomas. 


Estructura de la fibra de 30 nm Cuando se extrae la cromatina, las cé- 
lulas de las células en tampones isotónicos (p. ej., tampones con la mis- 
ma concentración salina que se encuentra en las células, = 0,15 M KCI, 
0,004 M MgCl,), la mayoría de los cromosomas aparecen como fibras 
de = 30 nm en diámetro (véase la Fig. 6-28b). La investigación actual, 
incluyendo la cristalografía de rayos X de los nucleosomas ensambla- 


FIGURA EXPERIMENTAL 6-28 Las formas exten- 
didas o condensadas de la cromatina extraída 
tienen apariencias muy diferentes en las micro- 
fotografías electrónicas. (a) La cromatina aislada en 
un tampón de baja fuerza lónica tiene una apariencia 
de "perlas en un collar”. Las “perlas” son nucleosomas 
(10-nm de diámetro) y el collar es el DNA que conecta 
(conector). (b) La cromatina aislada en tampón con 
fuerza iónica fisiológica (0,15 M de KCI) aparece como 
una fibra condensada de 30 nm de diámetro. (Parte la] 
cortesía de S. McKnight y O. Miller, Jr. Parte (b) cortesia de B. Hamkalo y J 
B. Rattner) 


dos a partir de las histonas recombinantes, indica que la fibra de 30 nm 
tiene una estructura de “cinta en zigzag” que se enrolla en una hélice 
con “dos inicios” compuesta por dos “hebras” de nucleosomas apilados 
uno encima de otro como monedas. Las dos hebras de los nucleosomas 
apilados se enrolla luego en una doble hélice similar a las dos hebras en 
la doble hélice de DNA, excepto que la hélice gira hacia la izquierda, en 
lugar de hacia la derecha como en el DNA (Fig. 6-30). Las fibras de 30 
nm también incluyen H1, la quinta de las principales histonas. H1 se 
une al DNA a medida que entra y sale el centro del nucleosoma, pero su 
estructura en la fibra de 30 nm no se conoce bajo resolución atómica. 
La cromatina en las regiones cromosómicas que no se están trans- 
cribiendo o replicando existe predominantemente en la forma de fibra 
de 30 nm, condensada y en estructuras con plegamientos de orden su- 
perior, cuyas conformaciones detalladas no se comprenden aún. Se cree 


FIGURA 6-29 Estructura del nucleosoma en base a cristalografía de 
rayos X. (3) Nucleosoma con modelo espacial de las histonas. El esqueleto de 
azúcar fosfato de las hebras de DNA se representan como tubos blancos para 
Permiur una mejor visualización de las histonas. Los nucleosomas se muestran 
desde arriba (izquierda) y de costado (derecha, rotado 90” en sentido de las 
agujas de reloj). Las subunidades H2A son amarillas; las H2B son rojas; H3s son 


azules; H4s son verdes. Las colas N-terminales de las ocho histonas y las colas C- 
terminales de H2A y H2B, involucradas en la condensación de la cromatina, nO 
son visibles debido a que están desordenadas en el cristal. (b) Modelo espacial 
de las histonas y el DNA (blanco) visto desde el costado de los nucleosomas. 
(Partes [a] y (b] de K Luger y cols, 1997, Nature 3897251) 
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que las regiones de la cromatina que se están transeribiendo de manera 
activa adoptan la forma extendida de perlas en collar, 


Conservación de la estructura de la cromatina La estructura general 
de la cromatina es notablemente similar en las células de todos los cu- 
cariontes, incluyendo hongos, plantas y animales, lo que indica que la 
estructura de la cromatina fue optimizada temprano en la evolución de 
las células eucariontes. Las secuencias de aminoácidos para las cuatros 
histonas (H2A, H2B, H3 y H4) están altamente conservadas entre espe- 
cies relacionadas. Por ejemplo, las secuencias de la histona H3 del tejido 
de erizo de mar y de timo de ternera difieren en sólo un aminoácido, 
y H3 de guisante de jardín y timo de ternera difieren en sólo cuatro 
aminoácidos. Aparentemente, las desviaciones significativas de las se- 
cuencias aminoacídicas de las histonas fueron fuertemente selecciona- 
das en contra durante la evolución. La secuencia de aminoácidos de 
HI, sin embargo, varía más de organismo en organismo respecto de las 
secuencias de las otras histonas. La similitud en la secuencia entre las 
histonas de todos los eucariontes sugiere que fueron plegadas en con- 
formaciones tridimensionales muy similares, que fueron optimizadas 
para la función de histonas temprano en la evolución, en un ancestro 
común de todos los eucariontes modernos. 

También existen variantes minoritarias de las histonas codificadas 
por genes que difieren de los principales tipos altamente conservados, 
en particular de los vertebrados. Por ejemplo, una forma especial de 
H2A, designada H2AX, es incorporada a los nucleosomas en lugar de la 
H2A en una pequeña fracción de nucleosomas en todas las regiones de 
la cromatina. En sitos de rupturas de la doble hebra de DNA en los cro- 
mosomas, la H2AX se fosforila y participa en el proceso de reparación 
del cromosoma, probablemente funcionando como un sitio de unión 
para proteínas de reparación. En los nucleosomas en el centrómero, 
H3 es reemplazada por otra variante de histona llamada CENP-A, que 
participa en la unión de los microtúbulos del huso durante la mitosis. 
La mayoría de las variantes de histonas difieren sólo levemente en la 
secuencia respecto de las principales histonas. Estos leves cambios en la 
secuencia de la histona puede influenciar la estabilidad del nucleosoma 
como así también su tendencia a plegarse en la fibra de 30 nm y otras 
estructuras de orden superior. 


Las modificaciones de las colas de 
histonas controlan la condensación 
y la función de la cromatina 


Cada una de las proteínas de histona que conforman el núcleo del nu- 
cleosoma contiene un extremo N-terminal flexible de 19-39 residuos 
que se extienden a partir de la estructura globular del nucleosoma; 
las proteínas H2A y H2B también contienen un extremo C-terminal 
flexible que se extiende a partir del núcleo octamérico de la histona 
globular. Estos extremos, llamados colas de histonas, se representan en 
el modelo que se muestra en la Figura 6-31a. Las colas de histonas son 
necesarias para que la cromatina se condense desde la conformación de 
perlas en un collar a la de fibra de 30 nm. Estas lisinas cargadas positi- 
vamente interactúan con una pieza negativa en la interfase H2A-H2B 
del siguiente nucleosoma en los nucleosomas apilados de la fibra de 30 
nm (véase la Fig. 6-30). 

Las colas de las histonas también sufren modificaciones post tra- 
duccionales como la acetilación, la metilación, la fosforilación y la 
ubicuitinación. La Figura 6-31b resume los tipos de modificaciones 
post traduccionales que se observan en las histonas humanas. Una 
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FIGURA 6-30 Estructura de la fibra de cromatina de 30 nm. = '* 
para el plegamiento de una cadena de nucleoso 
“cinta en zigzag” de nucleosomas que Ívego se phegan 
comienzos. (b) Modelo de la fibra de 39 nm en base AL COSTO Oe ros 
X de un tetranucleosoma (un segmento co 
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proteína histona particular nunca tiene todas estas modificaciones 


en forma simultánea, pero las histonas en un solo nucleosoma sue- 


len contener varias de estas modificaciones simultáneamente. Se ha 
sugerido que las combinaciones particulares de modificaciones pos 
traduccionales que se encuentran en diferentes regiones de la cro- 
matina constituyen un código de histona que influye en la funcion de 
la cromatina al crear o eliminar los sitios de unión de las proteinas 
asociadas a la cromatina, las cuales dependen de las combinacion 
específicas de estas modificaciones presentes. Aquí se describen las 
clases más abundantes de modificaciones encontradas en las colas de 
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FIGURA 6-31 Modificaciones post traduccionales observadas en las 
histonas humanas. (a) Modelo de un nucleosoma visto desde arriba con 

las histonas mostradas como diagrama de cintas. Este modelo describe las 
longitudes de las colas de histonas (líneas de puntos), que no son visibles en la 
estructura cristalina (véase la Fig. 6-29). Las colas N-terminales de H2A están en 
la parte inferior y las colas C-terminal de H2A están en la parte superior. Las colas 
N-terminales de H2B están a la derecha y a la izquierda, y las colas C-terminales 
están abajo al centro. Las histonas H3 y H4 tienen colas C-terminales cortas que 


histonas y cómo estas modificaciones controlan la condensación y 
la función de la cromatina. Finalizamos con una descripción de un 
caso especial de condensación de la cromatina, la inactivación de los 
cromosomas en los mamíferos hembra. 


Acetilación de histonas Las lisinas de las colas de histona sufren ace- 
tilación y desacetilación reversible mediante enzimas que actúan en 
lisinas específicas en el extremo N-terminal. En la forma acetilada, la 
carga positiva del grupo £-amino de la lisina está neutralizada. Como 
se mencionó anteriormente, la lisina 16 en la histona H4 es particu- 
larmente importante para el plegamiento de la fibra de 30 nm debido 
a que interactúa con el parche cargado negativamente en la superficie 
del nucleosoma vecino en la fibra. En consecuencia, cuando la lisina 
16 de la H4 está acetilada, la cromatina tiende a formar la conforma- 
ción menos condensada de “perlas en un collar” conducente para la 
replicación y la transcripción. 

La acetilación de histonas en otros sitios en la H4 y en otras his- 
tonas (véase la Fig. 6-31) se correlaciona con la aumentada sensibili- 
dad del DNA de la cromatina a la digestión por parte de las nucleasas. 
Este fenómeno se puede demostrar al digerir núcleos aislados con 
DNasa 1. Después de la digestión, el DNA se separa por completo 
de las protcinas de la cromatina, mediante digestión con una enzima 
de restricción, hasta terminar y se analizan mediante transferencia 
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no están modificadas. (b) Resumen de las modificaciones post traduccionales 
observadas en las histonas humanas. Las secuencias de colas de histonas se 
muestran en código de aminoácidos de una letra (véase la Fig. 2-14). La princi- 
pal porción de cada histona se describe como un óvalo. Estas modificaciones 
no ocurren todas simultáneamente en una única molécula de histona. Sino que 
son combinaciones específicas de una pocas de estas modificaciones que se 
observan en cualquiera histona. (Parte la] de K Luger y T J Richmond, 1988, Curr Opin Genet 
Devel 8:140. Parte |b] adaptado de R Margueron y cols., 2005, Curr Opin. Gener Devel 15:163) 


Southern. Un gen intacto tratado con enzima de restricción produce 
fragmentos de tamaños característicos. Si los núcleos aislados se ex- 
ponen primero a DNasa, el gen se puede cortar en sitios aleatorios 
dentro de los límites de los sitios de corte de la enzima de restricción. 
En consecuencia, se perderán las bandas de Southern blot que nor- 
malmente se visualizan con ese gen. Este método se usó por primera 
vez para demostrar que el gen de la B-globina transcripcionalmente 
inactivo en las células no eritroides, donde está asociado con histonas 
relativamente desacetilada, es mucho más resistente a la DNasa I que 
el gen de la B-globina transcripcionalmente activo, en las células pre- 
cursoras eritroides, donde está asociada con histonas acetiladas (Fig. 
6-32). Estos resultados indican que la estructura de la cromatina del 
DNA que no está siendo transcripto en la cromatina hipoacetilada 
torna al DNA menos accesible para la pequeña enzima DNasa 1 (= 10 
kD) que al DNA transcripto, el de la cromatina hiperacetilada. Se cree 
que es así debido a que la cromatina que contiene al gen reprimido 
está plegada en estructuras condensadas que inhiben estéricamente el 
acceso al DNA asociado a la nucleasa. Por el contrario, el gen que se 
transcribe está asociado a una forma de la cromatina menos plegada, 
que permite un mejor acceso de la nucleasa al DNA asociado. Pre- 
sumiblemente, la estructura condensada de la cromatina en células 
no eritroides también impide estéricamente el acceso al promotor y 
otras secuencias de control de la transcripción en el DNA a las protel- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 6-32 Los genes que no se trancriben son 

menos susceptibles a la digestión por DNasa | que los genes activos. Los 
ertroblastos de embrión de pollo de 14 días sintetizan activamente globina, 
mientras que las células de leucemia linfoblástica de pollo (MSB) indiferenciadas 
no lo hacen. (a) Los nucleos de cada tipo de célula se alslaron y se expusieron 

a concentraciones crecientes de DNasa 1. El DNA nuclear se extrajo luego y 

se trató con la enzima de restricción BamHl, que escinde el DNA alrededor 

de la secuencia de globina y normalmente libera un fragmento de globina 

de 4.6 kb. (b) El DNA digerido con DNasa | y la BamHl se somete a análisis de 
Southern blot con una sonda de DNA de globina adulta clonada marcada, que 
se hibrida al fraamento de BamHI de 4.6 kb. Si el gen de globina es susceptible 
a la digestión inicial por DNasa, podría ser escindido repetidamente y no se 
esperaría que muestre este fragmento. Como se ve en el Southern blot, el DNA 
tansenpaonalmente activo de las células de 14 dias que sintetizan globina fue 
sensible a la digestón con DNasa |, indicado por la ausencia de la banda de 4.6 
kb a concentraciones elevadas de nucleasa Por el contrario, el DNA inactivo 

de las células MSB fue resistente a la digestión. Estos resultados sugieren que el 
DNA ¡activo está en una forma de cromatina más condensada en la cual el gen 
de globina está proteaido de la digestión por DNasa 1, (Vea»> ) Sralder y ols. 1980, Cell 
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nas involucradas en la transcripción, contribuyendo a la represión de 
la transcripción (Capítulo 7). 

Estudios genéticos en levaduras indican que la histona acetil 
transferasa (HAT), que acetila residuos de lisina específicos en las 
histonas, es necesaria para la activación completa de la transcripción 
de numerosos genes. Se sabe ahora que estas enzimas se sabe tienen 
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otros sustratos que influyen en la expresión génica además de las his- 
tonas. En consecuencia, se las conoce de manera más general como 
lisina acetil transferasa nuclear o KAT debido a que K representa a 
la lisina en el código de una letra para los aminoácidos (Fig. 2-14), 
Por otro lado, estudios genéticos anteriores en levadura indicaron 
que la represión completa de muchos genes de levadura requieren la 
acción de histonas desacetilasas (HDA) que eliminan grupos acetilos 
de las lisinas acetiladas de las colas de histonas, como se analizará en 
el Capítulo 7. 


Otras modificaciones de histonas Como se muestra en la Figura 
6-31b, las colas de histonas en la cromatina pueden sufrir una varie- 
dad de otras modificaciones covalentes en aminoácidos específicos. 
Los grupos €-amino de la lisina se pueden etilar, un proceso que pre- 
viene la acetilación, por lo tanto mantienen sus cargas positivas. Más 
aún, el N de los grupos £-amino de la lisina se pueden metilar una, 
dos o tres veces. Las cadenas laterales de la arginina también se pue- 
den metilar. El O en los grupos hidroxilos (OH) de las cadenas latera- 
les de la serina y la treonina se pueden fosforilar de forma reversible, 
introduciendo dos carga negativas. Cada una de estas modificaciones 
postraduccionales contribuyen a la unión de las proteínas asociadas a 
la cromatina que participan en el control del plegamiento de la cro- 
matina y en la capacidad de las DNA y RNA polimerasas de replicar 
o transcribir el DNA asociado. Finalmente, una molécula de 76 ami- 
noácidos ubicuitina se puede añadir reversiblemente a una lisina en 
las colas C-terminales de las H2A y H2B. Recuérdese que la adición 
de múltiples moléculas de ubicuitina unidas a una proteína pueden 
marcarla para la degradación por parte de las proteasas (véase la Fig. 
3-29b). En este caso, no obstante, la adición de una única molécula 
de ubicuitina no afecta la estabilidad de la histona, pero sí afecta la 
estructura de la cromatina. 

Como se mencionó anteriormente, lo que ayuda a controlar la 
condensación, o compactación, de la cromatina y su capacidad para 
la transcripción, la replicación y la reparación es la precisa combina- 
ción de los aminoácidos modificados en las colas de las histonas. Esto 
se puede observar mediante microscopia electrónica y Óptica usando 
colorantes que se unen al DNA, Las regiones condensadas de la cro- 
matina conocidas como hetercromatina se tiñen de forma mucho más 
oscura en comparación con la cromatina menos condensada, conocida 
como eucromatina (Fig. 6-33a). La heterocromatina no se desconden- 
sa por completo a continuación de la mitosis, sino que permanece en 
un estado de compactación durante la interfase y en general se asocia 
con la envoltura nuclear, el nucléolo y distintos focos adicionales. La 
hetercromatina incluye los centrómeros y telómeros de los cromoso- 
mas, como así también los genes inactivos desde el punto de vista de 
la transcripción. Por el contrario, las regiones de la eucromatina, que 
se encuentran en un estado de menor compactación durante la inter- 
fase, se tiñen ligeramente con colorantes para DNA. La mayoría de las 
regiones que se transcriben se encuentran en la eucromatina. La hete- 


rocromatina suele contener histonas H3 modificadas por metilación de 


la lisina 9 o 27, mientras que la eucromatina suele contener histonas H3 
acetiladas en gran parte en las lisinas 9 o 14, y en menor extensión las 
otras lisinas de la H3, la metilación de la lisina 4 y la fosforilacion de la 
serina 10 (Fig. 6-33b). Otras colas de histonas también se modifican es- 
pecíficamente en la eucromatina versus la heterocromatina. Por ejem- 
plo, la lisina 16 de la H4 no suele estar acetilada en la heterocromatina, 
permitiendo que interactúe con los nucleosomas vecinos y estabilice el 
plegamiento de la cromatina en la forma de fibra de 30 nm (Fig. 6-30). 
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FIGURA 6-33 La heterocromatina versus la eucromatina. (a) En esta micro- 
fotografía electrónica de una célula madre de médula ósea, las zonas teñidas de 
oscuro en el núcleo (N) fuera del nucléolo (n) son heterocromatina. Las zonas 

de tinción clara, blancuzca son eucromatina. (b) Las modificaciones de las colas 
N-terminales de las histonas difieren en la heterocromamtina y la eucromatina, 
como se ilustra aquí para la histona H3. Nótese en particular que las colas de 
histonas suelen estar mucho más acetiladas en la eucromatina en comparación 
con la heterocromatina. La heterocromatina está mucho más condensada (por 
lO tanto menos accesible a las proteínas) y es mucho menos activa desde el 


Punto de vista de la transcripción respecto de la eucromatina. (Pare [a] P C Cross y K 
L Merce: 1933, Cell ong Tissue Ultrastructure WH. Freeman and Company p 165. Parte [b] adaptaco de T. 


Power and CD Alis 2001, Serence 293:1074) 


Lectura del código de histona El código de histonas de los ami- 
hoácidos modificados en las colas de histonas es “leído” por pro- 
lelnas que se unen a las colas modificadas y a su vez estimulan la 
Condensación o la descondensación de la cromatina, formando es- 
tructuras “cerradas” o “abiertas”, a juzgar por su sensibilidad a la 
digestión con DNasa 1 en los núcleos aislados (véase la Fig. 6-32). 
Los FuUCariontes superiores expresan una cantidad de proteínas que 
“Omtienen un cromodominio que se une a las colas de histonas cuan- 


do están metiladas en lisinas específicas. Un ejemplo es la proteína 1 
heterocromatina (HP1). Además de las histonas, la HP1 es una de las 
principales proteínas asociadas a la heterocromatina. El cromodo- 
minio de HP1 se une a la cola N-terminal de la H3 sólo cuando está 
trimetilada en la lisina 9 (véase la Fig. 6-33b). La HP1 también con- 
tiene un segundo dominio llamado dominio cromoshadow debido a 
que con frecuencia se encuentra en las proteínas que contienen un 
cromodominio. El dominio cromoshadow se une a otros dominios 
cromoshadow. En consecuencia, la cromatina que contiene H3 tri- 
metilada en la lisina 9 (H3K9Me,) se ensambla en una estructura de 
cromatina condensada mediante HP1, aunque la estructura de esta 
cromatina no se comprende bien (Fig. 6-34a). 

Además de unirse a sí mismo, el dominio cromoshadow también 
se une a la enzima que metila la lisina 9 de la H3, una H3K9 histona 
metil transferasa (HMT). Por consiguiente, los nucleosomas adyacentes 
a una región de heterocromatina conteniendo HP1 también se torna 
metilada en la lisina 9 (Fig. 6-34b). Esto crea un sitio de unión para otra 
HP1 que puede unir la histona metil transferasa H3K9, dando como 
resultado una “propagación” de la estructura de heterocromatina a lo 
largo del cromosoma hasta que se encuentra un elemento límite que 
bloquea que la propagación se extienda más. Los elementos límites, ca- 
racterizados hasta ahora, suelen ser regiones en la cromatina donde di- 
versas proteínas no histonas se unen al DNA, posiblemente bloquean- 
do la metilación de histonas del otro lado del límite. 

Significativamente, el modelo de la formación de la heterocroma- 
tina en la Figura 6-34b proporciona una explicación de cómo las re- 
giones de la heterocromatina de un cromosoma se restablecen a con- 
tinuación de la replicación del DNA durante la fase S del ciclo celular. 
Cuando el DNA en la heterocromatina se replica, los octámeros de 
histona que están trimetilados en la lisina 9 de la H3 se distribuyen en 
ambos cromosomas hijos junto con un número igual de octámeros 
de histona recién ensamblados. La histona metil transferasa H3K9, 
asociada con los nucleosomas trimetilados, metila la lisina 9 de los 
nucleosomas recién ensamblados, regenerando la heterocromatina en 
ambos cromosomas hijos. En consecuencia, la heterocromatina está 
marcada con un código epigenético, llamado así debido a que no de- 
pende de la secuencia de bases en el DNA, que mantiene la represión 
de los genes asociados en las células hijas replicadas. 

Otros dominios proteicos se asocian con las modificaciones de 
colas de histonas típicas de la eucromatina. Por ejemplo, el bromo- 
dominio se une a las colas de histonas acetiladas y por lo tanto está 
asociado con cromatina transcripcionalmente activa. Diversas proteí- 
nas involucradas en la estimulación de la transcripción de genes con- 
tienen bromodominios, como la subunidad más grande del TFIID 
(véase el Cap. 7). Este factor de transcripción contiene dos bromodo- 
minios muy cercanos que probablemente ayuden a TFIID a asociarse 
con la cromatina transcripcionalmente activa (p. ej., la eucromatina). 
Esta proteína y otras que contienen bromodominio también tienen 
actividad histona acetilasa, que contribuye a mantener la cromatina 
en un estado hipermetilado propicio para la transcripción. En conse- 
cuencia, un código epigenético asociado con la eucromatina ayuda a 
mantener la actividad transcripcional de los genes en la eucromatina 
a través de sucesivas divisiones celulares. Estos códigos epigenéticos 
para la heterocromatina y la eucromatina ayudan a mantener los pa- 
trones de expresión génica establecidos en diferentes tipos de células 
durante el desarrollo embrionario temprano a medida que específi- 
cos tipos celulares diferenciados se incrementan en número a través 
de la división celular. Es importante destacar que se ha encontrado 
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FIGURA 6-34 Modelo para la formación de heterocromatina mediante la 
unión de HP1 a la histona H3 trimetilada en la lisina 9. (a) La HP1 contri- 
Duye a la condensación de la heterocromatina mediante la unión a las colas N- 
terminales timeuladas en la lisina 9 de la histona H3, seguida por la asociación 
ala HP unida a la histona. (b) La condensación de la heterocromatina puede 
csermnarse alo largo de un cromosoma debido a que HP1 se une a una his- 
tona menttransferasa (MMT) que menla la lisina 9 de la histona H3. Esto crea un 
sino de urón para HP1 en el nmucleosoma vecino. El proceso de diseminación 
contoóa hasta que se encuentra un “elemento lirnite”. (Perte [a] adaptado de G Thu! y 
LOA E cn BRASS Pate ) adartado de A ) Bunruster y cob. 2001, Noture 410:120) 
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que alteraciones anorm : 
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cancerosas (Capítulo 24). | 
En resumen, múltiples tipos de modificaciones covalentes de las 
, 


colas de histonas pueden influir en la estructura de la cromatina al 
alterar las interacciones nucleosoma-nucleosoma y las interacciones 
con proteínas adicionales que participan o regulan procesos como la 
transcripción y la replicación del DNA. Estos mecanismos y procesos 
moleculares que gobiernan las modificaciones de la cromatina que 
regulan la transcripción se analizan en mayor detalle en el siguiente 


capítulo. 


Inactivación del cromosoma X en las hembras de mamífero Un 
ejemplo importante del control de genes epigenético a través de la 
represión de la heterocromatina es la inactivación aleatoria y la con- 
densación de uno de los dos cromosomas X en los mamíferos hem- 
bra. Cada mamífero hembra tiene dos cromosomas X, uno aportado 
por el óvulo a partir del cual se desarrolla (X,,) y otro aportado por 
el espermatozoide (Xp). Temprano durante el desarrollo embrionario, 
se produce la inactivación aleatoria de cualquiera de los dos cromo- 
somas X,, o X, en cada célula somática. Todas las células hijas subsi- 
guientes mantienen el mismo cromosoma X inactivo al igual que sus 
células progenitoras. Como resultado de esto, la hembra adulta es un 
mosaico de clones, algunos expresan los genes procedentes del X,, y 
el resto expresa los genes del X,. Esta inactivación de uno de los cro- 
mosomas X en los mamíferos hembra produce una compensación de 
dosis, el proceso que asegura que las células de las hembras expresen 
la misma concentración de proteínas codificadas en el cromosoma X 
que las células de los machos, que sólo tienen un cromosoma X. 

Las histonas asociadas con el cromosoma X inactivo tienen mo- 
dificaciones postraduccionales, características de otras regiones de la 
heterocromatina: la hipoacetilación de lisinas, la di- y trimetilación 
de la lisina 9 de la histona H3, la trimetilación de la lisina 27 de la H3 
O sc al 4 de a toa 
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eeñidn pul o 5 controlada por el centro de 
cuál de los dos cromosomas x : =. ' eat > no 
bo dt a e Inactivará y en qué células. El cen- 
RNA notablemente largo NEL el gen Xist, que codifica > 
> que no codifica proteína y que cubre sólo 


el cromosoma X del que fu . 
e transcripto de F ¡len- 
iami sencade í el silen 
ciamiento del cromosoma. : nando as 


oma X es otro ejemplo de un proc” 
. es 

ceso que afecta la expresión de a 

as células hijas pero no es el resulta 


es decir, un pro 
específicos y es heredado por | 


de un cambio en la secuencia de DNA. En cambio, la actividad de los 
genes en el cromosoma X en los mamíferos hembra está controlado 
por la estructura de la cromatina, y no por la secuencia nucleotídica 
del DNA subyacente. Y el cromosoma X inactivado (cualquiera de 
los dos X,, 0 X,) se mantiene en la progenie de todas las futuras di- 
visiones celulares debido a que las histonas son modificadas en una 


manera específica, represiva, que es heredada fielmente a través de 
cada división celular. 


Las proteínas no histonas organizan 
los bucles largos de cromatina 


Aunque las histonas son las proteínas predominantes en la cromatina, 
las proteínas no histonas asociadas a la cromatina, menos abundan- 
tes, y la molécula de DNA en sí misma también son importantes para 
la estructura del cromosoma. Estudios recientes indican que no es la 
proteína sola la que otorga estructura a un cromosoma en metafa- 
se. Estudios micromecánicos en presencia de proteasas o nucleasas 
indican que el DNA, no las proteínas, es responsable de la integri- 
dad mecánica de un cromosoma metafásico cuando se tira de sus ex- 
tremos. Estos resultados son consistentes con un armazón continuo 
de proteína en los ejes del cromosoma. En efecto, la integridad de 
la estructura de los cromosomas necesita del complejo de cromatina 
completo de DNA, de los octámeros de histonas y de las proteínas no 
histonas asociadas a la cromatina. 

Los experimentos de hibridación in situ con diferentes sondas 
marcadas con fluorescencia para el DNA de un cromosoma humano 
en las células en interfase avalan el modelo en el cual la cromatina está 
dispuesta en bucles largos. En estos experimentos, algunas secuencias 
de sondas separadas por millones de pares de bases en un DNA lineal 
aparecen reproduciblemente muy cerca unas de otra en los núcleos en 
interfase de diferentes células del mismo tipo (Fig. 6-35). Se postuló 
que estos sitios de sondas estrechamente espaciados se encuentran 
cerca de regiones de la cromatina, llamadas regiones asociadas al ar- 
mazón (SAR) o regiones de adhesión a la matriz (MAR), localizadas en 
las bases de los bucles de DNA. Las SAR/MAR han sido localizadas 
por digestión de los cromosomas libres de histonas con enzimas de 
restricción y la posterior recuperación de los fragmentos que perma- 
necieron asociados con la preparación digerida, libre de histonas. Las 
distancias medidas entre las sondas son consistentes con los bucles 
de la cromatina que varían en tamaño de 1 millón a 4 millones de 
pares de bases en las células de mamífero en interfase. Los bucles de 
cromatina también se visualizan directamente mediante microscopia 
en la cromatina activa de ovocitos de anfibios en desarrollo (*cromo- 
somas en escobilla”, mostrados en la figura al comienzo del Cap. 8). 
Estas células son enormes en comparación a la mayoría de las células 
(= 1 mm de diámetro) debido a que acumulan todo el material nu- 
clear y citoplasmático necesario para la división del huevo fecundado 
en las miles de células diferenciadas requeridas para generar un em- 
brión en alimentación que pueda ingerir nutrientes adicionales. 

En general, las SAR/MAR se encuentran entre las unidades de 
transcripción y los genes se localizan principalmente dentro de los 
bucles de cromatina. Como se analizó antes, los bucles están atados 
en sus bases por un mecanismo que no rompe las moléculas de DNA 
dúplex que se extienden a la longitud completa del cromosoma. La 
evidencia indica que las SAR/MAR pueden aislar genes vecinos. Al- 
Sunas SAR/MAR funcionan como aislantes, es decir, secuencias de 
DNA de decenas de cientos de pares de bases que separan las uni- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 6-35 Sondas marcadas con fluorescencia 
hibridadas a los cromosomas en interfase demuestran los bucles de cro- 
matina y permiten su medición. Se realizó hibridación in situ de las células 
en interfase con diferentes sondas específicas para secuencias separadas por 
distancias conocidas en el DNA clonado, lineal. Los círculos con letra represen- 
tan sondas. La medición de las distancias entre diferentes sondas hibridadas, 
que se pueden distinguir por su color, muestra que algunas secuencias (p. ej., A 
y B), separadas por millones de pares de bases, aparecen localizadas cerca unas 
de otras dentro del núcleo. Para algunos grupos de secuencias, las distancias 
medidas en el núcleo entre una sonda (p. ej., C) y las secuencias sucesivamente 
más distantes inicialmente parecen incrementarse (p. ej. D, E, y F) y luego pare- 
cen disminuir (p. ej.,, G y H). (Adaptado de H. Yokota y cols. 1995, J. Cell Bio! 130:1239) 


dades de transcripción unas de otras. Las proteínas que regulan la 
transcripción de un gen no pueden influir en la transcripción de un 
gen vecino que está separado de él por un aislante. 


Estructuras tipo anillo de los complejos de proteína SMC Las bases 
de los bucles de cromatina (véase la Fig. 6-35) en los cromosomas in- 
terfásicos se puede mantener en su lugar mediante proteínas llamadas 
proteínas de mantenimiento de la estructura de cromosomas o proteínas 
SMC (structural maintenance of chromosome proteins). Estas proteínas 
no histonas son vitales para el mantenimiento de la estructura morfo- 
lógica de los cromosomas condensados durante la mitosis. En extractos 
preparados a partir de núcleos grandes de óvulos de Xenopus laevus 
(rana africana) los cromosomas pueden ser inducidos a condensarse 
como lo hacen en células intactas a medida que entran en el periodo de 
profase de la mitosis. Esta condensación falla y no se produce cuando 
un tipo de proteína SMC es eliminada del extracto con anticuerpos 
específicos. Las levaduras con mutaciones en ciertas proteínas SMC fa- 
llan en asociar apropiadamente las cromátidas hermanas después de 
la replicación del DNA en la fase S. En consecuencia, los cromosomas 
no se segregan adecuadamente a las células hijas durante la mitosis. 
Las proteínas SMC relacionadas son necesarias para la adecuada se- 
gregación de cromosomas en las bacterias y las archaea, indicando que 
ésta es una clase ancestral de proteínas vitales para la estructura de los 
cromosomas y la segregación en todos los reinos de la vida. 

Cada mónomero SMC contiene una región bisagra donde el poli- 
péptido se pliega sobre sí mismo, formando una región espiral enro- 


6.6 Organización estructural de los cromosomas eucariontes 263 


Fibras 
de cromatina 


(a) Dominio 
bisagra 


Dominio 
en espiral 
enrollada 


Smc2 
Dominio y 
cabeza 


Kleisina 


Bucle de cromatina con 
una unidad de transcripción 


FIGURA 6-36 Modelo de los complejos SMC unidos a la cromatina. 

(a) Modelo de un complejo de proteína SMC. (b) Modelo del complejo 
SMC que topológicamente une dos fibras de cromatina representadas por 
cilindros con el diámetro de un nucleosoma en relación a las dimensiones 
del complejo SMC. (c) Modelo para la unión de los complejos SMC a la base 
de un bucle de la cromatina en transcripción. [Adaptado de K. Nasmyth y C. H. HaerIng, 


2005, Ann. Rev. Biochem. 74:595.] 


llada, muy larga, acercando los extremos N- y C-terminal de manera 
tal que puedan interactuar para formar un dominio cabeza globu- 
lar (Fig. 6-36a). El dominio bisagra de un monómero (azul) se une 
al dominio bisagra de un segundo monómero (rojo), formando un 
complejo dimérico con una forma aproximada de U. Los dominios 
cabeza de los monómeros tienen actividad ATPasa y están conectados 
por los miembros de otras familias de proteínas pequeñas llamadas 
kleisinas. El complejo SMC global es un anillo con un diámetro lo 
suficientemente grande para acomodar las dos fibras de 30 nm (Fig. 
6-36b) y es capaz de unir dos moléculas de DNA circular en vitro. Se 


FIGURA EXPERIMENTAL 6-37 Durante la interfase, los cromosomas 
humanos permanecen en territorios que no se superponen en el núcleo. 
Los fibroblastos humanos fijados en interfase se hibridaron in situ con sondas 
marcadas con fluorescencia para secuencias a lo largo de toda la longitud de 
los cromosomas 7 (cian) y 8 (púrpura) humanos. El DNA se tiñó de azul con 
DAPI, En las células diploides, cada uno de los dos cromosomas 7 y los dos 
cromosomas 8 está restringido a un territorio o dominio dentro del núcleo, en 
lugar de estirarse por todo el núcleo. (b) Similar a (a) excepto que las sondas que 
colorean los cromosomas especificas para cada cromosoma se hibridaron para 
revelar la localización de casi todos los cromosomas en un fibroblasto humano 
de un hombre. Algunos de los cromosomas no se observan en esta muestra 
confocal del núcleo. (Pane (a) cortesla de Drs. L Solovel y T. Cremer. Parte [b] de A Bolzer y cols, 2005, 
MOS bol 3926) 
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te proteasas de las proteínas tiene sólo un efecto minoritario sobre 


la estructura cromosómica hasta que se digiere la mayor parte de la 
proteína: cuando el DNA se corta en cualquier lugar en una región 
larga de la cromatina que contiene diversos bucles de cromatina, los 
extremos rotos se pueden deslizar a través de los anillos de proteína 
SMC, “desatando” los nudos topológicos que constriñen los bucles de 


cromatina. Por el contrario, la mayoría de los anillos individuales de 


las proteínas SMC deben romperse antes de que se liberen las restric- 
ciones que mantienen juntas las bases de los bucles. 


(a) 


(b) 


Los territorios de cromosomas de interfase En los núcleos peque- 
ños de la mayoría de las células, los cromosomas interfásicos indivi- 
duales, que están menos condensados que los cromosomas metafási- 
cos, no se pueden resolver por microscopía estándar o microscopia 
electrónica. No obstante, la cromatina de uno de los cromosomas en 
las células interfásicas no está diseminada por todo el núcleo. En su 
lugar, la cromatina en interfase está organizada en territorios cromo- 
sómicos. Como se ilustra en la Figura 6-37, los núcleos en interfase 
en hibridación in situ con sondas marcadas con fluorescencia para 
cromosomas específicos muestran que las sondas se visualizan den- 
tro de regiones restrictivas del núcleo en lugar de aparecer por todo 
el núcleo. El uso de sondas específicas para diferentes cromosomas 
demuestra que existe poca superposición entre los cromosomas en el 
núcleo en interfase. Sin embargo, las posiciones precisas de los cromo- 
somas no son reproducibles entre las células. 


La estructura de los cromosomas metafásicos La condensación de 
los cromosomas durante la profase puede involucrar la formación de 
muchos bucles de cromatina, de manera tal que la longitud en cada 
bucle se reduce mucho en comparación a la que hay en las células en 
interfase. Sin embargo, el plegamiento de la cromatina en los cromo- 
somas metafásicos no se comprende bien. El análisis microscópico 
de los cromosomas de mamífero a medida que se condensan durante 
la profase indica que la fibra de 30 nm se pliega en una fibra de 100 
a 130 nm llamada cromonema. Como se describen en la Figura 6-38, 
una fibra cromonema se pliega entonces para formar una estructura 
con un diámetro de 200-250 nm llamada cromátida en profase me- 
dia, que luego se pliega para dar las cromátidas de 500 a 700 nm de 
diámetro que se observan durante la metafase. Por último, las longi- 
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FIGURA 6-38 Modelo para el plegamiento de la fibra de cromatina de 30 
NM en un cromosoma metafásico. Se describe una única cromátida de un 
; 'Omosoma Metafásico. (Adaptado de N Kareeva y cols. 2004, ) Cell Biol 166:775) 
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FIGURA 6-39 Típico cromosoma metafásico. Como se puede ver en esta mi- 
crofotografía electrónica de barrido, el cromosoma se ha replicado y compren- 
de dos cromátidas, cada una conteniendo una de las dos moléculas de DNA 
idénticas. El centrómero, donde se unen las cromátidas en una constricción, es 
necesario para su separación más tarde en la mitosis. Las secuencias teloméri- 
cas especiales en los extremos actúan en la prevención del acortamiento del 
cromosoma. (Andrew Syred/Photo Researcher, Inc.) 


tudes completas de dos cromosomas hijos asociados generados por 
la replicación del DNA durante la fase S previa del ciclo celular se 
condensan en estructuras con forma de barra que en la mayoría de 
los eucariontes están conectadas en la constricción central llamada el 
centrómero (Fig. 6-39). 


Proteínas no histonas adicionales regulan la 
transcripción y la replicación 


La masa total de las histonas asociadas con el DNA en la cromatina es 
casi igual a la del DNA. La cromatina en interfase y los cromosomas 
en metafase también contienen pequeñas cantidades de un conjunto 
complejo de otras proteínas. Por ejemplo, miles de factores de trans- 
cripción diferentes se asocian con la cromatina en interfase. La estruc- 
tura y la función de estas proteínas no histonas cruciales, que regulan la 
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transcripción, se analizan en el Capítulo 7. Otras de las no histonas de 
poca abundancia asociadas con la cromatina regulan la replicación del 
DNA durante el ciclo celular eucarionte (Cap. 20). 

Una pocas proteínas no histonas de unión al DNA, están presentes 
en cantidades muchos más grandes que los factores de transcripción o 
replicación. Algunas de éstas presentan alta movilidad durante la sepa- 
ración electroforética y por ende se las han designado como proteínas 
HMG (high-mobility group). Cuando se eliminan de las células de le- 
vadura los genes que codifican las proteínas HMG más abundantes, se 
interrumpe la transcripción normal en la mayoría de los genes ana- 
lizados. Algunas proteínas HMG se han encontrado que asisten en la 
unión cooperativa de diversos factores de transcripción a secuencias de 
DNA específicas que están cerca unas de otras, estabilizando complejos 
multiproteicos que regulan la transcripción de un gen vecino, como se 
describirán en el Capítulo 7. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 6.6 


Organización estructural de los 
cromosomas eucariontes 


* En las células eucariontes, el DNA está asociado con una masa igual a 
las proteínas histonas en un complejo nucleoproteico altamente con- 
densado llamado cromatina. La unidad monomérica de la cromatina es 
el nucleosoma, que consiste en un octámero de histonas alrededor del 
cual se enrollan 147 pb de DNA (véase la Fig. 6-29). 


+ Se cree que la cromatina en las regiones transcripcionalmente inac- 
tivas del DNA dentro de las células existe en forma de una fibra de 
30- nm y en estructuras de orden superior construidas a partir de ella 
(véanse las Fig. 6-30 y 6-38). 


* Se cree que la cromatina en las regiones transcripcionalmente activas 
del DNA dentro de las células existe en una forma abierta, extendida. 


* Las colas de la histona H4, en particular la lisina 16 de la H4, son ne- 
cesarias para plegar la cromatina como perlas en un collar (la fibra de 
cromatina de 10 nm) en una fibra de 30 nm. 


* Las colas de histona se pueden modificar por acetilación, metilación, 
fosforilación y monoubicuitinación (véase la Fig. 6-31). Estas modifi- 
caciones afectan la estructura de cromatina al regular la unión de las 
colas de histonas a otras proteínas menos abundantes, asociadas a la 
cromatina. 


* La acetilación y la desacetilación reversible de los residuos de lisinas 
en el extremo N-terminal de las histonas del centro regulan la conden- 
sación de la cromatina. Las proteínas involucradas en la transcripción, 
la replicación, la reparación y las enzimas como la DNasal pueden ac- 
ceder más fácilmente a la cromatina con colas de histonas hiperacetila- 
das (eucromatina) que a la cromatina con colas de histonas hipoaceti- 
ladas (heterocromatina). 


* Cuando los cromosomas metafásicos se descondensan durante la in- 
terfase, las zonas de la heterocromatina permanecen mucho más con- 
densadas que las regiones de eucromatina. 


« La proteína J de la heterocrornatina (HPJ) usa un cromodominio 
que <e une a la histona H3 trimetilada en la lisina 9. El dominio cro- 
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moshadow de HP1 también se asocia consigo mismo y con la histona 
metil transferasa que metila la lisina 9 de la H3. Estas interacciones 
provocan condensación de la fibra de cromatina de 30 nm y propagan 
la estructura de la heterocromatina a lo largo del cromosoma hasta que 
se encuentra un elemento límite (véase la Fig. 6-34). 


- Un cromosoma X en casi cada célula de las hembras de mamífero está 
altamente condensado en la heterocromatina, dando como resultado 
la represión de casi todos los genes del cromosoma inactivo. Esta inac- 
tivación da como resultado compensaciones de dosis de forma tal que 
los genes en el cromosoma X se expresan en el mismo nivel tanto en 
machos como en hembras. 


» Cada cromosoma eucarionte contiene una molécula de DNA única, 
empaquetada en nucleosomas y plegada en una fibra de cromatina 
de 30 nm que está asociada con un armazón de proteínas constitui- 
do en parte por proteínas de mantenimiento estructural de cromoso- 
mas (SMC) en sitios entre las unidades de transcripción (véase la Fig. 
6-36c). El plegamiento adicional del armazón compacta aún más la es- 
tructura para dar una forma altamente condensada de los cromosomas 
metafásicos (véase la Fig. 6-38). 


6.7 Morfología y elementos funcionales 
de los cromosomas eucariontes 


Habiendo analizado en detalle la organización estructural de los cro- 
mosomas en la sección anterior, ahora se los describirá desde una pers- 
pectiva más global. Las primeras observaciones microscópicas acerca 
del número y el tamaño de los cromosomas y sus patrones de tinción 
llevaron al descubrimiento de muchas características generales impor- 
tantes de la estructura cromosómica. Posteriormente, los investigado- 
res identificaron regiones cromosómicas críticas específicas para su 
replicación y segregación a las células hijas durante la división celular. 
En esta sección, se analizan estos elementos funcionales de los cromo- 
somas y se describe cómo los cromosomas evolucionaron a través de 
reordenamientos raros de cromosomas ancestrales. 


El número, el tamaño y la forma de los cromosomas 
en la metafase son específicos de especie 


Como se mencionó anteriormente, en las células que no se encuen- 


tran en división, los cromosomas individuales no son visibles, 
con la adición de colorantes histológicos para DNA (p.ej., colorantes 
de Feulgen o Giemsa) o microscopia electrónica. Durante la mitosis 
y la meiosis, sin embargo, los cromosomas se condensan y se tornan 
visibles en el microscopio óptico. Por lo tanto, casi todo el trabajo ci- 
togenético (p. ej., estudios de la morfología de cromosomas) se ha rea- 
lizado con cromosomas metafásicos condensados obtenidos de células 


en división, ya sean células somáticas en mitosis o gametos en división 
durante la meiosis. 


incluso 


La condensación de cromosomas metafásicos probablemente se 
produce a partir de varios órdenes de plegamiento de las fibras de 
cromatina de 30 nm (véase la Fig. 6-38). Al momento de la mitosis, 
las células ya han pasado por la fase S del ciclo celular y han replicado 


su DNA. En consecuencia, los cromosomas que se tornan visibles du- 
rante la metafase son estructuras duplicadas. Cada cromosoma meta- 
fásico consiste en dos cromátidas hermanas, que están unidas en una 
región constreñida, el centrómero (véase la Fig. 6-39). El número, los 
tamaños y las formas de los cromosomas metafásicos constituyen el 
cariotipo, que es distintivo para cada especie. En la mayoría de los 
organismos, todas las células somáticas tienen el mismo cariotipo. 
Sin embargo, las especies que parecen bastante similares pueden te- 
ner cariotipos muy diferentes, lo cual indica que similares potenciales 
genéticos se pueden organizar en los cromosomas en formas muy di- 
ferentes. Por ejemplo, dos especies de ciervos pequeños, el muntiaco 
Indio y el muntiaco Reeves, contienen alrededor de la misma canti- 
dad de DNA genómico. En una especie, este DNA está organizado en 
22 pares de autosomas homólogos y dos cromosomas sexuales física- 
mente separados. Por el contrario, la otra especie contiene el menor 
número de cromosomas de cualquier mamífero, sólo tres pares de 
autosomas; un cromosoma sexual está físicamente separado, pero el 
otro está unido al extremo de un autosoma. 


Durante la metafase, los cromosomas 
pueden distinguirse por los patrones 
de bandas y la coloración 


Ciertos colorantes tiñen selectivamente algunas regiones de los cromo- 
somas metafásicos más intensamente que otras, produciendo el patrón 
de bandas característico que son específicos de los cromosomas indivi- 
duales. La regularidad de las bandas cromosómicas sirve como marca- 
dores visibles, útiles a lo largo de la longitud de cada cromosoma y pue- 
de ayudar a distinguir los cromosomas de tamaño y forma similares, 


(a) (b) 


FIGURA EXPERIMENTAL 6-40 Los cromosomas humanos se identifican 
oa mediana la coloración de los cromosomas. (2) Hibridación 
mus scercia (FISH) de los cromosomas humanos de una célula mas- 


tu con fivor 


En la actualidad, el método de pintura cromosómica simplifica en 
gran medida la diferenciación de los cromosomas de tamaño y forma 
similar. Esta técnica, una variación de la hibridación in situ con fluo- 
rescencia (FISH), utiliza sondas específicas para sitios diseminados a 
lo largo de cada cromosoma. Las sondas están marcadas con diver- 
sos colorantes fluorescentes diferenciados con excitación y emisión 
de longitudes de onda distintivos. Las sondas específicas para cada 
cromosoma se marcan con una proporción predeterminada de cada 
uno de estos colorantes, Después de que las sondas se hibridan con los 
cromosomas y se elimina el exceso, la muestra se observa con un mi- 
croscopio fluorescente en el cual un detector determina la proporción 
de cada colorante presente en cada posición fluorescente en el campo 
microscópico. Esta información es recolectada por una computadora 
y un programa especial asigna una imagen de color falso a cada tipo 
de cromosoma (Fig. 6-40, izquierda). Los gráficos computacionales 
permiten que los dos homólogos de cada cromosoma sean colocados 
uno al lado del otro y se los nombre de acuerdo a sus tamaños decre- 
cientes. Tal presentación muestra claramente el cariotipo de la célula. 
La Figura 6-40 muestra un cariotipo masculino humano normal. La 
pintura cromosómica es un método poderoso para la detección de un 
número anormal de cromosomas, como la trisomía del cromosoma 
21 en pacientes con síndrome de Down o las traslocaciones cromo- 
sómicas que se producen en individuos raros y en células cancerosas 
(Fig. 6-41). El uso de sondas con diferentes proporciones de colorantes 
fluorescentes que hibridan en posiciones diferentes a lo largo de cada 
cromosoma humano normal permite el análisis estructural más fino 
de los cromosomas que puede revelar más rápidamente deleciones o 
duplicaciones de las regiones cromosómicas. La figura al comienzo del 
capítulo ilustra el uso de tal FISH multicolor en el análisis del cariotipo 
de una mujer humana normal. 


0 v 


culina en mitosis usando sondas que colorean los cromosomas, (b) Alineación 
de estos cromosomas coloreados mediante gráficos computacionales para 
revelar el canotipo masculino humano normal (Cortesia de MR Soeicher) 
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FIGURA EXPERIMENTAL 6-41 Las traslocaciones cromosómicas se pue- 
den analizar usando sondas que colorean los cromosomas por FISH. Las 
traslocaciones cromosómicas características están asociadas a ciertos trastornos 
genéticos y tipos especificos de cánceres. Por ejemplo, en casi todos los pacien- 
tes con leucemia mieloide crónica, las células leucémicas contienen el cromo- 
soma Filadelfia, un cromosoma 22 acortado [der(22)), y un cromosoma 9 [der(9)] 
anormalmente largo (“der” de derivado). Esto se produce por una traslocación 
entre los cromosomas 9 y 22. Esta traslocación se puede detectar mediante un 
analisis de bandas representado en (a) y FISH con sondas que colorean cromo- 
somoas (0). (Parte [a] de ) Kuby, 1997, Immur ology, 3d ed. W.H Freernan and Company p.) 


La pintura cromosómica y la secuenciación de DNA 
revelan la evolución de los comosomas 


El análisis de los cromosomas de diferentes especies ha contribuido a 
dilucidar cómo evolucionaron los cromosomas. Por ejemplo, la hibri- 
dación de las sondas que colorean cromosomas, para el cromosoma 
16 de la musaraña arborícola ( Tupaia belangeri) con los cromosomas 
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metafásicos de la musaraña arborícola reveló las dos copias del cro- 
mosoma 16, tal como se esperaba (Fig. 6-42a). Sin embargo, cuando 
an los cromosomas se hibridaron a los 
cromosomas metafásicos humanos, la mayoría de las sondas se hibri- 
daron al brazo largo del cromosoma 10 (Fig. 6-42b). Además, cuando 
múltiples sondas del brazo largo del cromosoma 10 humano con di- 
ferentes colorantes fluorescentes se hibridaron al cromosoma 10 hu. 
mas metafásicos de la musaraña arborícola, se 
musaraña homólogas a cada una de estas 
oma 16 de musaraña arborícola en el 


las mismas sondas que colore 


mano y a los cromoso 
encontraron secuencias de 
sondas a lo largo de del cromos 
mismo orden en el que se presentan en el cromosoma 10. 

Los resultados indican que durante la evolución de los seres hu- 
manos y de las musarañas arborícolas a partir de un ancestro común 
que vivió hace = 85 millones de años, una secuencia de DNA continua 
y larga en uno de los cromosomas ancestrales se convirtió en el cro- 
mosoma 16 en las musarañas arborícolas, pero se desarrolló como el 
brazo largo del cromosoma 10 en los seres humanos. El fenómeno de 
los genes que se presentan en el mismo orden en un cromosoma de 
dos diferentes especies se denomina sintenia conservada (deriva del 
latín para “la misma cinta”). La presencia de dos o más genes en una 
región cromosómica común en dos o más especies indica un segmen- 
to sinténico conservado. 

Las relaciones entre los cromosomas de muchos primates se han 
determinado mediante hibridaciones cruzadas de especies con sondas 
que colorean los cromosomas, como se muestra para los seres humanos 
y la musaraña arborícola en la Figura 6-42a, b. De estas relaciones, y de 
los análisis de alta resolución de las regiones de sintenia por secuencia- 
ción de DNA y otros métodos, ha sido posible proponer el cariotipo del 
ancestro común de todos los primates en base al número mínimo de 
reordenamientos cromosómicos necesarios para generar las regiones 
de sintenia en los cromosomas de los primates contemporáneos. 

Se cree que los cromosomas humanos derivaron de un ancestro 
primate común con 23 autosomas más los cromosomas sexuales X e 
Y por diversos mecanismos diferentes (Fig. 6-42c). Algunos cromo- 
somas humanos derivaron sin reordenamientos a gran escala de la 
estructura de cromosomas. Se cree, a su vez, que otros evolucionaron 
por la ruptura de un cromosoma ancestral en dos cromosomas o, 
por el contrario, por la fusión de dos cromosomas ancestrales. Inclu- 
so otros cromosomas humanos parecen haber sido generados por el 
intercambio de partes de brazos de cromosomas distintos, es decir, 
por traslocaciones recíprocas que involucraron dos cromosomas an- 
cestrales. El análisis de las regiones de sintenia conservada entre los 
cromosomas de muchos mamíferos indica que los reordenamientos 
cromosómicos como la ruptura, la fusión y las traslocaciones se pro- 
ducen rara vez en la evolución de los mamíferos, alrededor de una vez 
cada cinco millones de años. Cuando ocurrieron tales reordenamien- 
tos cromosómicos, muy probablemente contribuyeron a la evolución 
de nuevas especies que no podían cruzarse con las especies a partir de 
las cuales evolucionaron. 

E Los reordenamientos cromosómicos similares a los inferidos para 
el linaje del primate se han inferido para otros grupos de organismos 
relacionados, incluyendo linajes de invertebrados, plantas y hongos. 
La excelente concordancia entre las predicciones de las relaciones 
evolutivas en base al análisis de las regiones de sintenia de los cro- 
mosomas de organismos con estructura anatómica relacionada (p- 
ej., entre animales, entre insectos con organización corporal similar, 
entre plantas similares, etc.) y las relaciones evolutivas basadas en el 
registro fósil y en la extensión de la divergencia de las secuencias de 
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TBE 16 on TBE 


(b) 


DNA para los genes homólogos son un argumento fuerte para la va- 
lidez de la evolución como el proceso que generó la diversidad de los 
Organismos contemporáneos. 


Los cromosomas politénicos en interfase surgen 
Por amplificación del DNA 


Las glándulas salivales de especies de Drosophila y de otras especies de 
insecto contienen cromosomas en interfase alargados que son visibles 
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FIGURA 6-42 Evolución de los cromosomas de primate. (a) Las sondas que 
colorean cromosomas para el cromosoma 16 de la musaraña arborícola (T. be- 
langeri, lejanamente emparentada con los seres humanos) se hibridó (amarillo) 
a los cromosomas metafásicos de la musaraña (rojo). (b) El mismo cromosoma 
16 de musaraña arborícola se hibridó con los cromosomas metafásicos. (c) 
Evolución propuesta de los cromosomas humanos (abajo) a partir de los cro- 
mosomas del ancestro común de todos los primates (arriba). Los cromosomas 
del ancestro común de los primates propuesto se enumeran de acuerdo a sus 
tamaños, con cada cromosoma representado por un color diferente. Los cro- 
mosomas humanos también se enumeran de acuerdo a sus tamaños relativos 
con los colores tomados a partir de los colores de los cromosomas del primate 
ancestral común propuesto de los cuales derivaron. Los números pequeños a 
la izquierda de las regiones coloreadas de los cromosomas humanos indican 

el número del cromosoma ancestral del cual deriva la región. Los cromosomas 
humanos derivaron de los cromosomas propuestos del ancestro común de los 
primates sin reordenamientos significativos (p. ej. el cromosoma 1 humano), 
por fusión (p. ej. el cromosoma 2 humano por fusión de los cromosomas 
ancestrales 9 y 11), por ruptura (p. ej. los cromosomas 14 y 15 humanos por 
ruptura del cromosoma ancestral 5), o traslocaciones cromosómicas (p. ej, una 
traslocación recíproca entre los cromosomas ancestrales 14 y 21 generaron los 
cromosomas 12 y 22 humanos). (Partes [a] y [b] Muller y cols, 1999. Cromosoma 108:393. Parte 
[c] derivado de L. Froenicke, 2005, Cytogener. Genome Res. 108:122) 


en el microscopio óptico. Cuando se fijan y se tiñen con colorantes para 
DNA, estos cromosomas politénicos se caracterizan por un gran nú- 
mero de bandas bien demarcadas, reproducibles, a las que se les asig- 
naron números estandarizados (Fig. 6-43a). Las bandas densamente 
teñidas representan regiones donde la cromatina está más condensada 
y las regiones interbanda, claras, donde la cromatina está menos con- 
densada. Aunque los mecanismos moleculares que controlan la forma- 
ción de bandas en los cromosomas politénicos no se comprenden bien, 
el patrón de bandas altamente reproducible visto en los cromosomas 
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FIGURA EXPERIMENTAL 6-43 Patrón de bandas de los cromosomas poli- 
ténicos de las glándulas salivales de Drosophila. (a) En esta microfotografía 
óptica de los cromosomas de las glándulas salivales de Drosophila melanogaster, 
se pueden observar cuatro cromosomas (X, 2, 3, y 4), con un total de aproxima- 
damente 5 000 bandas distinguibles. El patrón de bandas es el producto del 
empaquetamiento reproducible del DNA y proteínas dentro de cada sitio ampli- 
ficado a lo largo del cromosoma. Las bandas oscuras son regiones de cromatina 
más densamente compactada. Los centrómeros de los cuatro cromosomas 
suelen aparecer fusionados en el cromocentro. Las puntas de los cromosomas 

2 y 3 están marcadas (L = brazo izquierdo, R= brazo derecho), como lo está la 
punta del cromosoma X. (b) El patrón de amplificación de un cromosoma du- 
rante cinco replicaciones. El DNA doble hebra está representado por una línea 
única. El DNA de los telómeros y los centrómeros no está amplificado. En los 
cromosomas politénicos de las glándulas salivales, cada cromosoma progenitor 
sufre =10 replicaciones (210= 1024 hebras). (Pane la] conesía de J Gall Pare [b] adaptado 
de CO L2urd y col. 1973, Cola Sprrg Harbor Simp. Quan: Biol. 38311) 


de glándula salivales de Drosophila proporcionan un método extrema- 
damente poderoso para localizar secuencias de DNA específicas a lo 
largo de las longitudes de los cromosomas en estas especies. Las traslo- 
caciones cromosómicas y las inversiones se detectan rápidamente, y las 
proteínas cromosómicas específicas se pueden localizar en los cromo- 
somas politénicos en interfase mediante inmunotinción con anticuer- 
pos especificos contra ellos (Fig. 7-13). Los cromosomas politénicos de 
insecto ofrecen uno de los únicos sistemas experimentales de toda la 
naturaleza, donde son posibles tales estudios de inmunolocalización 
sobre cromosomas interfásicos descondensados. 
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alizada del DNA da origen a los cromo- 
an en las glándulas salivales de 
ación, se produce cuando 


Una amplifación gener 
somas politénicos que se dp rie 
¡ olite 
Drosophila. Este proceso, llamado Pp 
el DNA se replica repetidamente en todas partes, excepto en los te- 


lómeros y centrómeros, pero los cromosomas hijos no se separan. 
El resultado es un cromosoma agrandado compuesto de muchas co- 
pias paralelas de sí mismo, se producen 1 024 a no de Ps de tales 
replicaciones en las glándulas salivales de Drosophila melanogaster 
(Fig. 6-34b). La amplificación del DNA cromosómico incrementa 
en gran medida el número de copia de genes, presumiblemente al 
suministrar suficiente mRNA para la síntesis masiva de proteínas en 
las glándulas salivales. Las bandas en los cromosomas politénicos de 
Drosophila representan 50 000-100 000 pares de bases, y el patrón de 
bandas revela que la condensación del DNA varía mucho a lo largo 
de estas regiones relativamente cortas de un cromosoma interfásico, 


Tres elementos funcionales son necesarios para la 
replicación y la herencia estable de los cromosomas 


Aunque los cromosomas difieren en longitud y número entre las es- 
pecies, los estudios citogenéticos han demostrado que todos ellos se 
comportan de modo similar en el momento de la división celular. 
Más aún, cualquiera de los cromosomas eucariontes debe contener 
tres elementos funcionales para poder replicarse y segregarse co- 
rrectamente: (1) los orígenes de replicación en los cuales las DNA 
polimerasa y otras proteínas inicien la síntesis del DNA (véanse las 
Figs. 4-31 y 4-33); (2) el centrómero, la región constreñida necesaria 
para la segregación adecuada de los cromosomas hijos y (3) los dos 
extremos, o telómeros. Los estudios de transformación de levadura 
descriptos en la Figura 6-44 demostraron las funciones de estos tres 
elementos cromosómicos y establecieron su importancia para la fun- 
ción cromosómica. 

Como se analizó en el Capítulo 4, la replicación del DNA co- 
mienza a partir de sitios que están diseminados por todo el cromo- 
soma eucarionte. El genoma de la levadura contiene muchas secuen- 
cias de = 100 pb, llamadas secuencias de replicación autónoma (ARS), 
que actúan como orígenes de replicación. La observación de que la 
inserción de una ARS en un plásmido circular permite que el plás- 
mido se replique en las células de levad 
identificación funcional de secuencias 
rionte (véase la Fig. 6-44a). 

A pesar de que los plásmidos cir 
pueden replicar en las células de leva 
de las células de la progenie contien 
segregación mitótica de los plásmido 
plásmidos que también contienen 
los centrómeros de levadura se segr 
las madre e hijas durante la mitosis 
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dura, sólo alrededor del 5-20% 
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s es defectuosa. Sin embargo, los 
Una Secuencia CEN, derivada de 
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(véase la Fig. 6-44b). 

contienen una secuencia ARS y 
nzima de restricción, los plásmi- 
colonias LEU* a menos que con- 
) ligadas a sus extremos (véase la 


al en el protozoo ciliado Tetrahyme- 


na. Durante parte del ciclo de vida de Tetrahymena, mucho del DNA 
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nuclear se copia repetidamente en piezas cortas para formar lo que 


se denomina un macronúcleo. Uno de estos fragmentos repetidos se 


identificó como un dímero de DNA ribosómico, los extremos de los 


Cuales contenían una secuencia repetida (G,T,),. Cuando una sección 


de esta secuencia TEL repetida se unió a los extremos del plásmido 
lineal conteniendo las SAR y CEN, se produjo la replicación y co- 
rrecta segregación de los plásmidos lineales. Esta primera clonación y 
caracterización de los telómeros generó el premio Nobel de Medicina 


y Fisiología en 2009. 
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FIGURA EXPERIMENTAL 6-44 Los experimentos 
de transfección de levaduras Identifican los 
elementos cromosómicos funcionales necesarios 
para la replicación y segregación normal. En estos 
experimentos, se diseñaron plásmidos conteniendo el 
gen LEU a partir de células de levadura normal y se los 
introdujo por transfección en células leu—. Si los plás- 
midos se mantienen en células leu—, se transforman 

a LEU* por el gen LEU del plásmido y pueden formar 
colonias en un medio sin leucina. (a) Las secuencias 
que permiten la replicación autónoma (ARS) de un 
plásmido se identificaron porque su inserción en un 
vector plasmídico conteniendo un gen LEU clonado 
resultó en una frecuencia alta de transformación a 
LEU*, Sin embargo, incluso los plásmidos con ARS 
presentan escasa segregación durante la mitosis, y 
por lo tanto no aparecen en cada una de las células 
hijas. (b) Cuando las piezas rotas de forma aleatoria 

de DNA genómico de levadura son insertadas dentro 
de plásmidos conteniendo ARS y LEU, algunas de 

las células posteriormente transfectadas producen 
colonias grandes, lo cual indica que una tasa elevada 
de segregación mitótica entre sus plásmidos está 
facilitando el crecimiento continuo de las células hijas. 
El DNA recuperado de los plásmidos en estas colonias 
grandes contiene secuencias centroméricas (CEN) de 
levadura. (c) Cuando las células leu” de levadura son 
transfectadas con plásmidos lineales conteniendo 
secuencias ARS y LEU y CEN, no se desarrollan colonias. 
La adición de secuencias teloméricas (TEL) a los extre- 
mos del DNA lineal da a los plásmidos lineales la posi- 
bilidad de replicarse como cromosomas nuevos que 
se comportan mucho más parecido a los cromosomas 
normales tanto en la meioisis como en la mitosis. (Véase 
A.W Murray y J W.Szostak, 1983, Nature 305:89, y L Clarke y ) Carbon, 
1985, Ann. Rev, Genet, 19:29) 


Las secuencias de los centrómeros varían 
enormemente en longitud y complejidad 


Una vez que se clonaron las regiones de los centrómeros de la levadura 
que confieren segregación mitótica, se pudo determinar y comparar 
sus secuencias, revelando tres regiones (1, II, III) que son conservadas 
entre los centrómeros de cromosomas en diferentes levaduras (Fig. 
6-45a). Las secuencias nucleotídicas cortas, bastante bien conservadas 
se encuentran en las regiones 1 y JII. La región Il no tiene una secuencia 
específica, pero es rica en A-T' con una longitud bastante constante, 
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FIGURA 6-45 La interacción microtúbulos-cinetocoro en S. cerevisiae. 
(a) Secuencia de un solo centrómero de $. cerevisiae, (b) Los complejos Ndc80 
se asocian en tanto con los microtúbulos como con el complejo CBF3. (c) 
Diagrama del complejo CBF3 asociado al centrómero y sus complejos Ndc80 
asociados que se asocian con un anillo de proteínas Dam! en el extremo de un 


probablemente debido a que las regiones 1 y JII se encuentran en el 
mismo lado de un octámero de histonas asociado al centrómero es- 
pecializado. Este octámero de histonas especializado asociado al cen- 
trómero contiene las histonas inusuales H2A, H2B y H4, y una forma 
variante de la histona H3. Los centrómeros de todos los eucariontes de 
modo similar contienen nucleosomas con una forma especializada de 
histona H3 específica de centrómero, llamada complejo CENP-A en 
los seres humanos. En S. cerevisiae el complejo CBF3 de proteínas se 
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Dominios que se asocian 
con el complejo CBF3 


O Microtúbulo 
más extremo 


microtúbulo del huso. Los complejos Ndc80 inicialmente realizan interacciones 
laterales con el lateral de un microtúbulo del huso (arriba) y luego se asocian 
con el anillo Dam1, haciendo un adhesión sobre el extremo (abajo) del micro- 
túbulo. (Pane [2] de L Clarke y J Carbon, 1985, Ann. Rev Gener. 19:29 p. 


arte [b] y [c] adaptado deT. U 
Tanaka, 2010, Embo J 29:4070) 


asociada con este nucleosoma especializado. El complejo CBF3 a su vez 


se asocia con complejos multiproteicos alargados Ndc80 (Fig. 6-45b) 


que inicialmente hacen interacciones laterales con un microtúbulo del 


huso y posteriormente interactúan con un complejo Daml1 que forma 
un anillo alrededor del extremo del microtúbulo (Fig. 6-45c). Esto pro- 
duce una interacción en el extremo del centrómero con el microtúbulo 


del huso. S. cerevisiae tiene, por mucho, el centrómero más simple co- 
nocido en la naturaleza. 


157) ANIMACIÓN FOCALIZADA: Replicación de telómeros 


rr 


Figura 6-46 La replicación del DNA estándar lleva a la pérdida de DNA 
en el extremo 5” de cada hebra de una molécula lineal de DNA. Se mues 
mn del extremo derecho de un DNA lineal: el mismo proceso ocu- 
rre en el extremo izquierdo (mostrado por la inversión de la figura). A medida 
que la horquilla de replicación se aproxima al extremo de la molécula de DNA 
progenitor, la hebra Conductora se puede sintetizar hasta el final de la hebra 
molde parental sin la pérdida de desoxiribonucleótidos, Sin embargo, como la 
sintesis de la hebra retardada requiere de cebadores de RNA, el eHtEmOo dere- 
cho de la hebra retardada de DNA hija permanecería con ribonucleótidos que 
son eliminados y por lo tanto no pueden servir como el molde para una DNA 
polimerasa replicativa. Se deben utilizar mecanismos alternativos para evitar 


el acortamiento sucesivo de la hebra rezagada con cada ronda de replicación 
(Adaptado de Nobel Assembly at the Karolinska Institute.) 


tra la Teplicaci 


IE —o — | 


En la levadura S. pombe, los centrómeros son de = 40-100 kb en 
longitud y están compuestos de copias repetidas de secuencias si- 
milares a las de los centrómeros de S. cerevisiae. Múltiples copias de 
proteínas homólogas a las que interactúan con los centrómeros de S. 
cerevisiae se unen a estos complejos de los centrómeros de S. pombe y a 
su vez unen los cromosomas mucho más largos de S. pombe a diversos 
microtúbulos del aparato del uso mitótico. En los animales y las plan- 
tas, los centrómeros tienen megabases de longitud y están compuestos 
de múltiples repeticiones de DNA de secuencia simple. En los seres hu- 
manos, los centrómeros contienen disposiciones de 2 a 4 megabases de 
un DNA de secuencia simple de 171 pb llamado DNA alfoide que están 
unidos por nucleosomas que contienen la variante H3 de la histona 
CENP-A, como así también otro DNA repetitivo de secuencia simple. 

En los eucariontes superiores, una estructura compleja de proteí- 
na llamada el cinetocoro se ensambla en los centrómeros y se asocia 
con múltiples fibras del huso mitótico durante la mitosis (véase la Fig. 
18-39). En los seres humanos y en otros eucariontes superiores, se en- 
cuentran homólogos de muchas proteínas asociadas al centrómero de 
las levaduras. Para aquellas proteínas de levadura donde los homólogos 
claramente no son evidentes en las células superiores en base a compa- 
raciones de secuencia aminioacídica (como el complejo Daml1), se ha 
propuesto que en los cinetocoros funcionan complejos alternativos con 
similares propiedades que están unidos a los microtúbulos del huso 
mitótico. La función de las proteínas del centrómero y del cinetocoro 
que se unen a ellos durante la segregación de las cromátidas hermanas 
en la mitosis y en la meiosis se describen en los Capítulos 18 y 19. 


La adición de las secuencias teloméricas 
por la telomerasa evita el acortamiento 


de los cromosomas 


La secuenciación de los telómeros de múltiples organismos, incluyendo 
los seres humanos, ha mostrado que la mayoría son oligómeros repe- 
titivos con un alto contenido de G en la hebra con su extremo 3' al 
final del cromosoma. La secuencia repetitiva telomérica en los seres 
humanos y otros vertebrados es TTAGGG. Estas secuencias simples 
están repetidas en la punta del extremo de los cromosomas en algunos 
cientos de pares de bases en las levaduras y los protozaos, y unos pocos 
miles de pares de bases en los vertebrados. El extremo 3”de las hebras 


ricas en G se extienden 12-16 nucleótidos más allá del extremo 5” de la 


6.7 Morfología y elementos funcionales de los cromosomas eucariontes 


Síntesis de DNA de la hebra rezagada 
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hebra complementaria rica en C. Esta región está unida por proteínas 
específicas que protegen los extremos de los cromosomas lineales del 
ataque por parte de las nucleasas. 

La necesidad de una región especializada en los extremos de los 
cromosomas eucariontes es evidente cuando se considera que todas 
las DNA polimerasas conocidas alargan las cadenas de DNA en el ex- 
tremo 3”, y todas requieren un cebador de RNA o DNA. A medida 
que la horquilla de replicación se aproxima al final de un cromosoma 
lineal, la síntesis de la hebra conductora continua hasta el final de la 
hebra molde de DNA, completando una doble hélice de DNA hija. 
Sin embargo, debido a que el molde de la hebra retardada se copia de 
manera discontinua, no se puede replicar en su totalidad (Fig. 6-46). 
Cuando se elimina el cebador de RNA final, no existe hebra en direc- 
ción 5” sobre la cual la DNA polimerasa pueda trabajar para llenar los 
huecos resultantes. Sin algún tipo de mecanismo especial, la hebra de 
DNA hija, resultante de la síntesis de la hebra rezagada, se acortaría en 
cada división celular. 

El problema del acortamiento de los telómeros se resuelve mediante 
una enzima que añade las secuencias repetidas teloméricas (TEL) al ex- 
tremo de cada cromosoma. La enzima es un complejo de RNA-proteína 
llamada transferasa terminal telomérica o telomerasa. Debido a que la 
secuencia de RNA asociada a la telomerasa, como veremos, sirve como 
molde para la adición de desoxirribonucleótidos a los extremos de los 
telómeros, la fuente de la enzima y no la fuente del cebador de DNA 
telomérico determina la secuencia añadida. Esto se probó mediante la 
transformación de Tetrahymena con una forma mutante del gen codifi- 
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2) ANIMACIÓN FOCALIZADA: Replicación de telómeros 


FIGURA 6-47 Mecanismo de acción de la telomerasa. Ll extremo 3' de una 
hélice final de un telómero es extendido por la telomerasa, contrarrestando la 
incapacidad del mecanismo de replicación del DNA para sintetizar el extremo 
final de DNA lineal. La telomerasa alarga este extremo de una hélice mediante 
un mecanismo de transcripción inversa reiterativo, Se describe la acción de la 
telomerasa del protozoo Tetrahymena, que añade una unidad de repetición 
T2Ga; Otras telomerasas añaden secuencias levemente diferentes. La telomerasa 
contiene un molde de RNA (rojo) que forma apareamiento de bases con el 
extremo 3'del molde de la hebra retardada. El sitio catalítico de la telomerasa 
luego añade desxorribonucleótidos TTG (azul) usando la molécula de RNA 
como un molde (paso KM). Las hebras del dúplex DNA-RNA resultante se cree 
que se deslizan (translocan) relativamente entre sí de manera tal que la secuen- 
Cia TTG en el extremo 3” del DNA en replicación forma apareamientos de bases 
con la secuencia de RNA complementaria en la RNA telomerasa (paso EJ). Las 
telomerasas pueden añadir múltiples repeticiones al repetir los pasos El y El La 
DNA polimerasa a-primasa puede cebar la síntesis de nuevos fragmentos de 
Okazaki en esta hebra molde extendida. El resultado neto evita el acortamiento 
de la hebra rezagada en cada ciclo de la replicación del DNA (De C.W Greider y E. H 
Blackburn, 1989, Nature 337:331.) 


cado por la telomerasa asociada al RNA. La telomerasa resultante añade 
una secuencia de DNA complementaria a la secuencia de RNA mutada a 
los extremos de los cebadores teloméricos. Así la telomerasa es una forma 
especializada de una transcriptasa inversa que transporta su propio mol- 
de de RNA interno para dirigir la síntesis de DNA. Estos experimentos 
también ganaron el premio Nobel en Fisiología y Medicina por el descu- 
brimiento y caracterización del mecanismo de telomerasa. 

La Figura 6-47 describe cómo la telomerasa, mediante la trans- 
cripción inversa de su RNA asociado, alarga el extremo 3"del DNA de 
una hélice en el extremo de la hebra rica en G mencionada anterior- 
mente. Las células de ratones con desactivación génica o noqueados 
(knockout) que no pueden producir el RNA asociado a la telomerasa 
no presentan actividad telomerasa y sus telómeros se acortan sucesi- 
vamente con cada generación celular. Tales ratones pueden criarse y 
reproducirse normalmente durante tres generaciones antes de que las 
repeticiones teloméricas largas se erosionen sustancialmente. Luego, la 
ausencia de DNA telomérico produce efectos adversos, incluyendo la 
fusión de extremos de los cromosomas y pérdida cromosómica. A la 
cuarta generación, el potencial reproductivo de estos ratones noquea- 
dos disminuye y no pueden producir descendencia después de la sexta 
generación. 


Los genes humanos que expresan la proteína telomerasa y el RNA 

asociado a la telomerasa están activos en las células germinales y 
las células madre, pero están inactivos en la mayoría de las células de los 
tejidos adultos que se replican sólo una cantidad limitada de veces, o 
nunca más se replicarán (estas células se denominan postmitóticas). Sin 
embargo, estos genes están activados en la mayoría de las células cance- 
rosas humanas, donde la telomerasa es necesaria para las múltiples di- 
visiones celulares necesarias para formar un tumor. Este fenómeno es- 
timuló la búsqueda de inhibidores de la telomerasa humana como 
potenciales agentes terapéuticos para tratar el cáncer. 


Mientras la telomerasa evita el acortamiento en la mayoría de los 
cucariontes, algunos organismos usan estrategias alternativas. Las es- 
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CCCCAACCCCAA 
GGGGTTGGGGTTG 


Elongación 1) 


CCCCAACCCCAA 
GGGGTTGGGGTTG 


Translocación 


CCCCAACCCCAACCC 
GGGGTTGGGGTTGGGGTTG 


Elongación 


CCCCAACCCCAACCC 
GGGGTTGGGGTTGGGGTTG 


pecies de Drosophila mantienen las longitudes de los telómeros al re- 
gular la inserción de los retrotransposones sin LTR en los telómeros. 


Éste es uno de los pocos casos en el que un elemento móvil tiene una 
función específica en sus organismos huésped. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 6.7 


Morfología y elementos funcionales de los 
cromosomas eucariontes 


* Durante la metafase, 
suficiente como para q 
óptico. 


los cromosomas eucariontes se condensan lo 
ue puedan ser visualizados en el microscopio 


* El cariotipo cromosómico es Caracterí 
pecies estrechamente relacionadas 
mente diferentes, lo cual indica qu 
puede organizar en cromosomas d 


stico de cada especie. Las es- 
pueden tener cariotipos extremada- 
e la información genética similar se 
e diferentes maneras. 

* El análisis de las bandas 
identificar los diferentes cr 
tectar traslocaciones y dele 


y la pintura cromosómica se utilizan para 
omosomas metafásicos humanos y para de- 
ciones (véase la Fig. 6-41). 


+ El análisis de los reordenamientos de cromosomas y de regiones de 
sintenia conservada entre especies relacionadas permite a los cicntífi- 
cos hacer predicciones acerca de la evolución de los cromosomas (véase 
la Fig. 6-42c). Las relaciones evolutivas entre organismos indicadas por 
estos estudios son consistentes con las relaciones evolutivas propuest 


as 
en base al registro fósil y el análisis de la secuencia de DNA. 


» Los patrones de bandas altamente reproducibles de los cromosomas 
politénicos tornan posible la visualización de deleciones y reorde- 
namientos cromosómicos como cambios en el patrón normal de las 
bandas. 


* Se necesitan tres tipos de secuencias de DNA para que una molécula 
lineal de DNA funcione como cromosomas: un origen de replicación, 
llamado ARS en las levaduras; una secuencia centromérica (CEN); y 
dos secuencias teloméricas (TEL) en los extremos del DNA (véase la 
Fig. 6-44). 


« La telomerasa, un complejo de proteína y RNA, tiene una actividad 
especial de transcriptasa inversa que completa la replicación de los te- 
lómeros durante la síntesis de DNA (véase la Fig. 6-47). En la ausencia 
de telomerasa, la hebra de DNA hija resultante de la síntesis de la hebra 
rezagada se acortaría en cada una de las divisiones celulares en la ma- 
yoría de los eucariontes (véase la Fig. 6-46). 


Perspectivas para el futuro 


La secuencia genómica humana es una mina de oro para nuevos des- 
cubrimientos en la biología celular y molecular, en la identificación 
de proteínas nuevas que pueden ser la base de terapias eficaces de 
enfermedades humanas y para la comprensión de la historia huma- 
na primitiva y la evolución. Sin embargo, encontrar nuevos genes es 
como encontrar una aguja en un pajar, debido a que sólo = 1,5% 
de la secuencia codifica proteínas o RNA funcional. La identificación 
de genes en las secuencias genómicas bacterianas es relativamente 
simple debido a la carencia de intrones; simplemente la búsqueda de 
marcos abiertos de lecturas largos libres de codones de terminación 
identifica a la mayoría de los genes. Por el contrario, la búsqueda de 
genes humanos es complicada por la estructura de los genes huma- 
nos, la mayoría de los cuales están compuestos de múltiples exones 
relativamente cortos separados por intrones no codificantes, mucho 
más largos. La identificación de unidades de transcripción complejas 
mediante análisis de secuencias de DNA genómico solo es extrema- 
damente difícil. Futuras mejoras en métodos de bioinformática para 
la identificación de genes y la caracterización de copias de cCDNA de 
MRNA aislados a partir de cientos de tipos celulares humanos, pro- 
bablemente conducirá al descubrimiento de nuevas proteínas, a un 
mejor entendimiento de los proceso biológicos y puede llevar a apli- 
Caciones en medicina y agricultura. 

Hemos visto que aunque la mayoría de los transposones no fun- 
cionan directamente en los procesos celulares, los mismos han ayu- 
dado a modelar los genomas modernos al promover las duplicaciones 
de genes, la combinación de exones, la generación de nuevas combi- 
naciones de secuencias de control de la transcripción y otros aspec- 
los de los genomas contemporáneos. También nos enseñan acerca de 


nuestra historia y nuestros orígenes, puesto que los retrotransposo- 
nes L1 y Alu se han insertado en sitios nuevos en individuos a lo largo 
de nuestra historia. Una gran cantidad de estas repeticiones dispersas 
son polimórficas dentro de las poblaciones, se producen en un sitio 
particular en algunos individuos y no en otros. Los individuos que 
comparten una inserción en un sitio particular descienden del mismo 
ancestro común que se desarrolló a partir de un óvulo o espermato- 
zoide en el cual ocurrió esa inserción. El tiempo transcurrido desde 
la inserción inicial se puede estimar mediante las diferencias en las 
secuencias del elemento que surgen de la acumulación de mutaciones 
aleatorias. Posteriores análisis de los polimorfismos de los retrotrans- 
posones contribuirá muchísimo, y sin lugar a dudas, a la compre- 
sión tanto de las migraciones humanas desde que el Homo sapiens 
evolucionó por primera vez, como a la historia de las poblaciones 
contemporáneas. 

Como se describió en el Capítulo 5, se aprovechó el uso del ele- 
mento P del transposón de DNA de Drosophila por su fácil y estable 
transformación de genes en la línea germinal de Drosophila. Esto ha 
sido un método poderoso para la experimentación en la biología ce- 
lular y molecular en este organismo. Un área activa de investigación 
actual es la del uso de transposones y retrotransposones de mamífero 
para la transformación de células humanas para terapia génica. Esto 
promete ser un área excitante de la medicina en los futuros trata- 
mientos de enfermedades genéticas como la anemia falciforme y la 
fibrosis quística, como así también de enfermedades más comunes, 
en especial cuando se los acopla a técnicas recientemente desarrolla- 
das para la generación de células madre pluripotentes (células ¡PS) 
a partir de células diferenciadas de un paciente pediátrico o adulto 
(Cap. 21). 
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Revisión de los conceptos 


1. Los genes se pueden transcribir a mRNA para genes que codifican 
proteína o a RNA para genes como los RNAs ribosómico o de transfe- 
rencia. Defina qué es un gen. Para las siguientes características, indique 
si se aplican a (a) unidades de transcripción continuas, (b) simples o 
(c) complejas. 

(i) Se encuentran en eucariontes. 

(ii) Contienen intrones. 

(iii) Sólo capaces de hacer una proteína única a partir de un gen dado. 
2. La secuenciación del genoma humano reveló mucho acerca de la 
organización de genes. Describa las diferencias entre genes solitarios, 
familias de genes, pseudogenes y genes repetidos en tándem. 
3. Mucho del genoma humano consiste en DNA repetitivo. Describa 
la diferencia entre DNA microsatélite y minisatélite. ¿Cómo ayuda este 
DNA repetitivo a la identificación de individuos por la técnica de las 
huellas genéticas? 
4. Los elementos de DNA móviles que se pueden mover o transponer 
a un sitio nuevo directamente como DNA se denominan transposones 
de DNA. Describa el mecanismo por el cual un transposón de DNA 
bacteriano, llamado secuencia de inserción, se puede transponer. 
5. Los retrotransposones son una clase de elementos móviles que se 
transponen mediante un intermediario de RNA. Contraste el mecanis- 
mo de transposición entre los retrotransposones que contienen repeti- 
ciones terminales largas (LTR) y aquellos que carecen de LTR. 
6. Analice el papel que los transposones pueden haber cumplido en 
la evolución de los organismos modernos. ¿Qué es la combinación de 
exones? ¿Cuál es el papel que cumplen los transposones en el proceso 
de combinación de exones? 
7.Se cree que las mitocondrias y los cloroplastos evolucionaron a partir 
de una bacteria simbiótica presente en células nucleadas. ¿Cuál es la 
evidencia experimental de este capítulo que avala esta hipótesis? 
8. ¿Qué son los genes parálogos y ortólogos? ¿Cuáles son algunas de las 
explicaciones para el hallazgo de que los seres humanos, siendo orga- 
nismos mucho más complejos que el nematodo C. elegans, tengan una 
cantidad de genes inferior a vez y media que él (25 000 versus 18 000)? 
9. El DNA en una célula se asocia con proteínas para formar cromatina. 
¿Qué es un nucleosoma? ¿Cuál es la función que cumplen las histonas 
en los nucleosomas? ¿De qué manera se disponen los nucleosomas en 
las fibras condensadas de 30 nm? 
10. ¿Cómo las modificaciones de la cromatina regulan la transcripción? 
¿Qué modificaciones se observan en las regiones del genoma que se 
están transcribiendo activamente? ¿Qué sucede con las regiones que no 
se están transcribiendo activamente? 
11. Describa la organización general de un cromosoma eucarionte. 
¿Qué función estructural realizan las regiones asociadas al armazón 
(SAR) o las regiones de adhesión a la matriz (MAR)? ¿Por qué es lógico 
que los genes que codifican proteínas no se localicen en estas regiones? 
12, ¿Qué es el FISH? Describa brevemente cómo funciona. ¿Cómo se 
utiliza el FISH para caracterizar traslocaciones cromosómicas asocia- 
das con ciertos trastornos genéticos y tipos específicos de cánceres? 
13. ¿Qué es la pintura cromosómica y por qué es útil está técnica? 
¿Cómo se pueden usar sondas que coloreen cromosomas para analizar 
la evolución de los cromosomas de mamífero? 
14. Ciertos organismos contienen células que poseen cromosomas po- 
liténicos. ¿Qué son los cromosomas politénicos, dónde se encuentran 
y para qué sirven? 
15. La replicación y la segregación de cromosomas eucariontes requie- 
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Análisis de los datos 


1. Para determinar si la transferencia génica de un genoma de orgánulo 
al núcleo se puede observar en el laboratorio, se construyó un vector de 
transformación de cloroplasto que contenía dos marcadores seleccio- 
nables de resistencia a antibiótico, cada uno con su propio promotor: 
el gen de resistencia a la espectinomicina y el gen de resistencia a la ka- 
namicina (véase S. Stegermann y cols., 2003, Proc. Nat “l Acad. Sci. USA 
100:8828-8833). El gen de resistencia a la espectinomicina estaba con- 
trolado por un promotor de cloroplasto, lo cual brinda un marcador 
seleccionable específico de cloroplasto. Las plantas que crecieron en 
espectinomicina son blancas, a menos que ellas expresen el gen de re- 
sistencia a la espectinomicina en el cloroplasto. El gen de resistencia a la 
kanamicina, insertado en el plásmido adyacente al gen de resistencia a 
la espectinomicina, estaba bajo control de un promotor nuclear fuerte. 
Después de la transformación con este plásmido, se seleccionaron las 
plantas de tabaco transgénicas, resistentes a la espectinomicina, iden- 
tificando las plantas verdes que crecían en un medio con espectinomi- 
cina. Estas plantas contienen los dos genes de resistencia a antibiótico 
insertados en el genoma de cloroplasto mediante un acontecimiento 
de recombinación; sin embargo, la resistencia a la kanamicina no se 
expresa debido a que está bajo control de un promotor nuclear. Estas 
plantas resistentes a la espectinomicina crecieron durante múltiples ge- 
neraciones y se usaron en los siguientes estudios. 

a. Hojas de plantas transgénicas resistentes a la espectinomicina se 
colocaron en un medio de regeneración de plantas conteniendo ka- 
namicina. Alguna de las células de la hoja eran resistentes a la kana- 
micina, y se convirtieron en plantas resistentes a kanamicina. El polen 
(progenitor) de las plantas resistentes a kanamicina se usó para polini- 
zar plantas de tipo silvestre (no transgénica). Las semillas resultantes 
fueron germinadas en un medio con y sin kanamicina. La mitad de 
las plántulas resultantes eran resistentes a kanamicina. Cuando a estas 
plantas r esistentes a la kanamicina se les permitió autopolinizarse, la 
descendencia exhibió una proporción 3:1 de los fenotipos resistente a 
kanamicina respecto del sensible. ¿Qué se puede deducir de estos datos 
acerca de la localización del gen de la resistencia a la kanamicina? 
dd dee 
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c. Cuando las plantas transgénicas originales, que fueron seleccio- 
nadas en espectinomicina pero no en kanamicina, se usaron para po- 
linizar plantas de tipo silvestre, ninguna descendencia fue resistente a 
kanamicina. ¿Qué se puede deducir de estas observaciones? 


2. El DNA satélite es un componente conocido de nuestro genoma y 
se puede encontrar tanto en DNA codificante como no codificante. 
Cuando se lo encuentra en DNA codificante, el número de repeticiones 
puede producir proteínas alteradas. Pero los efectos de estas repeticio- 
nes en el DNA no codificante no se comprende bien. Para determinar 
si las repeticiones en la región promotora pueden alterar la expresión 
génica y la compactación de la cromatina, Vinces y col. (Vinces y cols., 
2009 Science 324:1213-1216) buscaron en el genoma de Sacharomyces 
cerevisiae la presencia de DNA repetitivo en promotores y examinaron 
cómo la alternancia en el número de repeticiones afecta la expresión 
génica y el empaquetamiento del DNA. 

a. El grupo primero buscó DNA satélite en el genoma de varias 
cepas de S. cerevisiae y encontró que el 25% de los promotores con- 
tenía al menos una región de repetición. Además, un único promotor 
en diferentes cepas suele contener distintos números de repeticiones 
en cada región del DNA satélite. ¿Cuál es el mecanismo propuesto por 
el cual el número de repeticiones en una región dada del DNA satélite 
puede aumentar? 

b. Para determinar si existe una correlación entre el número de 
repeticiones y la expresión génica, se analizó la transcripción en el 
gen SDTI1. El promotor SDT!1 contiene DNA satélites y se modificó el 
número de repeticiones en esta región, variando entre O repeticiones 
y 60 repeticiones. Se descubrió que la expresión SDTI, analizada por 
PCR cuantitativa con transcriptasa inversa (Q RT-PCR, véase Capítulo 
5), aumentaba cuando el números de repeticiones aumentaba desde 0 
hasta 13 repeticiones. La expresión de SDTI1 luego disminuye progre- 
sivamente a medida que el número de repeticiones aumenta desde 13 
hasta 60. ¿Qué conclusión se puede hacer en base a estos resultados ex- 
Perimentales? Explique cómo se puede usar la Q RT-PCR para analizar 
la expresión génica de SDTI. 

c. La conclusión de la parte (b) lleva entonces al grupo a determinar 
si una célula puede adaptarse a su entorno alterando el número de re- 
peticiones en el DNA satélite del promotor. El promotor del gen SDTI 


(que contiene 48 repeticiones) se adhirió al marco abierto de lectura 
de URA3, un gen responsable de la síntesis del nucleótido uracilo. Las 
células con esta proteína híbrida se colocaron en un medio sin uracilo 
o en un medio con uracilo. Después de crecer en esos medios, se analizó 
el número de repeticiones en el promotor que controla la expresión 
de URA3. Aquellos que crecieron en un medio sin uracilo mostraron 
una disminución del número de repeticiones en el promotor, mientras 
que aquellos que crecieron con uracilo aún tuvieron, en promedio, 48 
repeticiones. ¿Qué conclusión se puede hacer de estos resultados? En 
base a los datos de (b), ¿cuántas repeticiones era probable encontrar 
en los promotores de URA3 para las células que crecieron sin uracilo? 
d. La localización del DNA repetitivo en los promotores se compa- 
ró con la localización de los nucleosomas y se encontró que la densidad 
de los nucleosomas en un promotor estaba inversamente correlaciona- 
da con el número de repeticiones en esa localización del DNA. A partir 
de esto, ¿Qué concluiría usted acerca del DNA repetitivo y el empaque- 
tamiento de la cromatina? ¿Qué efecto tendría la disminución de las 
repeticiones en la unión del centro de las histonas al DNA? 
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le interactions: steps rowards 


Los cromosomas politénicos de Drosophila teñidos con anticuerpos contra una 
ATPasa que remodela cromatina llamada Kismet (azul), la RNA polimerasa ll con 
fosforilación CTD (rojo) y la RNA polimerasa Il con alta fosforilación CTD (verde) 


[Cortesia de John Tamkun, véase S Srinivasan y cols. 2005, Developr 


ent 132:1623] 


n los capítulos anteriores hemos visto que las propiedades y fun- 

ciones de cada tipo de célula están determinadas por las proteí- 

nas que contienen. En este capítulo y el siguiente consideraremos 
cómo se regulan las clases y cantidades de diversas proteínas produ- 
cidas por un tipo de célula particular en un organismo multicelular. 
Esta regulación de la expresión génica es el proceso fundamental que 
controla el desarrollo de un organismo multicelular como nosotros 
mismos a partir de una célula huevo fecundada en miles de tipos de cé- 
lulas de las que están formados. Cuando la expresión génica se trunca, 
se alteran las propiedades celulares, un proceso que con demasiada fre- 
cuencia lleva al desarrollo de cáncer. Como se analizará en el Capítulo 
25, los genes que codifican proteínas que moderan el crecimiento celu- 
lar se encuentran anormalmente reprimidos en las células cancerosas, 
mientras que los genes que codifican proteínas que estimulan el creci- 
miento celular y la replicación son activados de manera inadecuada en 
las células cancerosas. Las anomalías en la expresión génica dan como 
resultado defectos del desarrollo como el paladar hendido, la tetralogía 
de Fallot (un defecto grave del desarrollo del corazón que puede tra- 
tarse quirúrgicamente) y muchos otros. La regulación de la expresión 
génica también cumple un papel vital en las bacterias y otros microor- 
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ganismos unicelulares, donde permite que las células ajusten su ma- 
quinaria enzimática y los componentes estructurales en respuesta a sus 
cambios nutricionales y ambiente físico. En consecuencia, para com- 
prender cómo responden los microorganismos a su ambiente y cómo 
se desarrollan normalmente los organismos multicelulares, y también 
cómo se producen las anomalías patológicas de la expresión génica, 
es esencial comprender las interacciones moleculares que controlan la 
producción de proteínas. 

Los pasos básicos en la expresión génica, p. ej., el proceso donde 
la información codificada en un gen particular es decodificada en una 
proteína particular, se analizan en el Capítulo 4. La síntesis de mRNA 
requiere que una RNA polimerasa inicie la transcripción (iniciación), 
polimerice los ribonucleótidos trifosfatos complementarios a la hebra 
codificante de DNA (elongación) y luego termine la transcripción 
(terminación) (véase la Fig. 4-11). En las bacterias, los ribosomas y los 
factores de transcripción tienen acceso inmediato a los nuevos tran- 
scritos de RNA recién sintetizados, que funcionan como mRNA sin 
modificaciones posteriores. En los eucariontes, sin embargo, 


el trans- 
crito de RNA inicial es sometido a un procesamiento que produce un 


mRNA funcional (véase la Fig. 4-15). El mRNA luego es transportado 
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desde ese sitio de síntesis en el núcleo hasta el citoplasma, donde es 
traducido a proteína con la ayuda de los ribosomas, tRNA, y factores de 
traducción (véanse las ligs. 4-24, 4-25 y 4-27). 

La regulación puede producirse en diversos de los varios pasos en 
la expresión génica mencionados anteriormente: iniciación de la trans- 
cripción, elongación, procesamiento del RNA, exportación del mRNA 
desde el núcleo y traducción a proteína. Esto da como resultado una 
producción diferencial de proteínas en diferentes tipos celulares o es- 
tadios del desarrollo o en respuesta a condiciones externas. Aunque se 
han encontrado ejemplos de regulación en cada paso de la expresión 
génica, el control de la iniciación y la elongación de la transcripción, 
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FIGURA 7-1 Fenotipos de mutaciones en los genes que codifican 


factores de transcripción. (a) Una mutación que inactiva una copia del Só 


Paxé6 ya sea en el cromosoma 9 paterno a materno da como result 
en el desarrollo del iris o aniridia. (b) Las mutaciones hamos JOtas Que evitar 
la expresión del gen Ubx en el tercer segmento torácica de Oros. 
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tiene un órgano de equilibrio llamado un halterio, en una segunda « 
segmento torácico que se desarrolla en alas. (c) Las mutaciones 
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pasos, son los mecanismos más importantes para de- 
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mRNA codificados y, en consecuencia, de las proteínas, se Producen. 


Los mecanismos moleculares que regulan la iniciación y la elongación, 
de la transcripción son críticos para numerosos fenómenos biológicos, 
incluido el desarrollo de un organismo multicelular a partir de un ún;- 
co óvulo fecundado como se mencionó antes, las respuestas inmunita- 
rias que nos protegen de los microorganismos patógenos y los procesos 
neurológicos como el aprendizaje y la memoria. Cuando estos meca- 
nismos que controlan la función transcripcional trabajan de manera 
incorrecta, se producen los procesos patológicos. Por ejemplo, la actiyi- 
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dad reducida del gen Pax6 causa aniridia, una anomalía en el desarrollo 
del iris (Lig. 7-14). El Pax6 es un factor de transcripción que normal- 
mente regula la transcripción de los genes involucrados en el desarrollo 
del ojo. En otros organismos, las mutaciones en los factores de trans- 
cripción causan un par extra de alas que se desarrollan en Dro 
(Hg. 7-1b), alteran las estructuras de las flores en las plantas ( 
y son responsables de muchas otras anomalías del desarrollo. 

La transcripción es un proceso complejo que involucra muchos tipos 
de regulación. En este capítulo nos centraremos en los acontecimientos 
moleculares que determinan cuándo ocurre la transcripción de un gen. 
Primero, se considerarán los mecanismos de la expresión génica en las 
bacterias, donde el DNA no está unido a las histonas y es empaquetado en 
nucleosomas. Las proteínas represoras y activadoras reconocen el DNA 
y se unen a él en regiones específicas para controlar la transcripción de un 
gen cercano. El resto del capítulo se centra en la regulación eucarionte y 
cómo se aplican los dogmas básicos de la regulación bacteriana en forma 
más compleja en los organismos superiores. Estos mecanismos también 
usan la asociación del DNA con los octámeros de histonas, formando es- 


sophila 
Fig. 7-1) 


tructuras de cromatina con varios grados de condensación y modifica- 
ciones postraduccionales como la acetilación y la metilación para regular 
la transcripción. La Figura 7-2 proporciona un panorama general de la 
regulación de la transcripción en metaz0os (animales multicelulares) y los 
proceso esquematizados en este capítulo. Se analizarán cómo las secuen- 
cias de DNA específicas funcionan como regiones de control de la trans- 
cripción al servir como los sitios de unión para los factores de transcrip- 
ción (represores y activadores) y cómo las RNA polimerasas responsables 
de la transcripción se unen a las secuencias del promotor para iniciar la 
síntesis de una molécula de RNA complementaria al molde de DNA. A 
continuación, se considerara cómo influyen los activadores y los repre- 
sores en la transcripción por medio de las interacciones con complejos 
multiproteicos grandes. Algunos de estos complejos modifican la conden- 
sación de la cromatina y alteran el acceso de los factores de transcripción 
y la RNA polimerasa al DNA cromosómico. Otros complejos influyen en 
la velocidad a la cual se une la RNA polimerasa al DNA en el sitio de ini- 
ciación de la transcripción, como también a la frecuencia de iniciación. 
Investigaciones muy recientes revelan que, en los animales multicelula- 
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FIGURA 7-2 Panorama general del control de la trans- 
cripción eucarionte. Los genes inactivos se ensamblan en 
regiones de la cromatina condensada que inhiben a la RNA 
polimerasa y a sus factores de transcripción generales aso- 
ciados (GTF) de interactuar con los promotores. Las proteínas 
activadoras se unen a elementos de control de secuencia de 
DNA específica en la cromatina e interactúan con complejos 
multiproteicos coactivadores de la cromatina y el mediador 
multisubunidad para ensamblar la RNA polimerasa y los facto- 
res de transcripción generales en los promotores. Alternativa- 
mente, las proteínas represoras se unen a otros elementos de 
Gen control para inhibir la iniciación por parte de la RNA polimerasa 
“encendido”  einteractúan con complejos multiproteicos correpresores para 
condensar la cromatina. La RNA polimerasa inicia la transcrip- 
ción pero se detiene después de transcribir 20-50 nucleótidos 
debido a la acción de inhibidores de la elongación. Los activa- 
dores promueven la asociación de los factores de elongación 
que liberan los inhibidores de la elongación y permiten la 
elongación productiva a través de todo el gen. DSIF es el factor 
inductor de la sensibilidad DRB, NELF es el factor de elonga- 
ción negativa y P-TEFb es una proteína-cinasa que comprende 


la CDKO y la ciclina T [Adaptado de S Malik y RG. Roeder, 2010, Nat, Rev. 
Gener. 11:761.) 
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transcribir un RNA cortoy an tiéndole que continúe con la 

, : : a en pausa, permitié 

liberación de la polimerasa en pausa, per a 

transcripción del resto del gen. Se analiza CómoO la transcripción de ei 

específicos puede ser especificada por combinaciones particulares de los 

= 2.000 factores de transcripción codificados en el genoma humano, que 
fica del tipo celular. Considerare- 


¡ «presi énica especí 
da origen a la expresión génica áS 
mos da diversas formas en las cuales son controladas las actividades de los 
factores de transcripción en sí mismos para asegurar que los genes sean 


expresados solo en el momento correcto y en el lugar apropiado. También 
analizaremos estudios recientes qué revelan que los complejos proteína- 
RNA en el núcleo pueden regular la transcripción. Nuevos métodos para 
la secuenciación del DNA acoplados con la transcripción inversa in vitro 
de RNA a DNA revelaron que gran parte del genoma de los eucariontes 
se transcribe a RNA de baja abundancia que no codifican proteína, lo que 
eleva la posibilidad de que el control de la transcripción por esos RNA 
no codificantes pueda ser un proceso mucho más general de lo que ac- 
tualmente sabemos. El procesamiento del RNA y de varios mecanismos 
postranscripcionales para el control de la expresión génica eucarionte son 
tratados en el siguiente capítulo. En capítulos posteriores, en particular 
los Capítulos 15, 16 y 21, proporcionan ejemplos de cómo se regula la 
transcripción mediante interacciones entre células y cómo el control gé- 
nico resultante contribuye al desarrollo y función de tipos específicos de 


células en organismos multicelulares. 


7.1 Control de la expresión génica en bacterias 


Como la estructura y la función de una célula están determinadas por las 
proteínas que contiene, el control de la expresión génica es un aspecto 
fundamental de la biología celular y molecular. Más comúnmente, la “de- 
cisión” de transcribir los genes que codifican una proteína particular es el 
principal mecanismo para controlar la producción de la proteína codifi- 
cada en una célula. Al controlar la transcripción, una célula puede regular 
qué proteínas produce y cuán rápidamente. Cuando la transcripción de 
un gen está reprimida, el mRNA correspondiente y la proteína o proteínas 
codificadas se sintetizan a velocidades bajas. Por el contrario, cuando la 
transcripción de un gen está activada, tanto el mRNA como la proteína 
o las proteínas codificadas se producen a velocidades mucho más altas. 

En la mayoría de las bacterias y otros organismos unicelulares, la 
expresión génica está altamente regulada para poder ajustar la maqui- 
naria enzimática celular y los componentes estructurales a cambios en 
el ambiente nutricional o físico. Por lo tanto, en cualquier momento 
dado, una célula bacteriana normalmente sintetiza solo aquellas pro- 
teínas de su proteoma completo que son necesarias para la supervi- 
vencia bajo condiciones particulares. Aquí se describirán las caracterís- 
ticas básicas del control de la transcripción en las bacterias, usando el 
operón lac y el gen de la glutamina sintetasa en E. colí como nuestros 
principales ejemplos. Muchos de los mismos procesos, así como otros, 
están involucrados en el control de la transcripción eucarionte, que es 
el tema del resto de este capítulo. 


La iniciación de la transcripción por las RNA 
polimerasas bacterianas requiere de la asociación 


con un factor sigma 


En la bacteria E. coli, alrededor de la mitad de los genes están agrupados 
en operones, cada uno de los cuales codifica enzimas involucradas en 
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del DNA, trayendo la enzima E 
se secuencia de seis pares de bases centrada en =-10 y a una 


secuencia de siete pares de base centrada aos a partir del sitio de 
inicio de la transcripción +1. En consecuencia, las secuencias a 10 ya 
-35 constituyen un promotor para la RNA polimerasa de E. coli aso- 
ciada con 0” (véase la Fig. 4-10b). Aunque las secuencias promotoras 
contactadas por 0” se localizan a -35 y —10, la RNA polimerasa de E. 
coli se une al DNA de la región promotora a partir de =-50 a =+20a 
través de interacciones con el DNA que no dependen de la secuencia, 
0” también asiste a la RNA polimerasa en la separación de las hebras 
de DNA en el sitio de inicio de la transcripción y en la inserción de la 
hebra codificante en el sitio activo de la polimerasa, de manera tal que la 
transcripción se inicie en +1 (véase la Fig. 4-11, paso E). La secuencia 
promotora óptima de la RNA polimerasa 07, determinada como la “se- 
cuencia consenso” de múltiples promotores fuertes, es 


una vía metabólica 
una proteína multisubun! 
el Capítulo 4 codifica cinco 
del triptófano (véase la Fig- 


RNA poli 


y se une au 


región -35 región —10 


TTIGACAT—-15-17 pb——TATAAT 


La secuencia consenso tiene la base que aparece con más frecuencia en 
las posiciones -35 y —10. El tamaño de la letra indica la importancia de 
la base en esa posición, determinada por la influencia de mutaciones de 
estas bases. La secuencia muestra la hebra de DNA que tiene la misma 
orientación 5” > 3” que el RNA transcripto (es decir, la hebra no mol- 
de). Sin embargo, la RNA polimerasa 0” inicialmente se une al DNA 
doble hebra. Después de que la polimerasa transcribe unas decenas de 
pares de bases, se libera 67. Por lo tanto, 07% actúa como un factor de 
iniciación que es necesario para la iniciación de la transcripción pero 
no para la elongación de la hebra de RNA una vez que se ha producido 
la iniciación. 


La Iniciación de la transcripción del operón lac 
puede reprimirse o activarse 


Pa coli está en un ambiente que carece de lactosa, se reprime la 
o > e de manera tal de no desperdiciar la energía dl 
Ñ enzimas que la célula no usa. En un ambiente qué 
contiene tanto lactosa como glucosa, las células de E. coli metabolizaN 
preferentemente la glucosa, la molécula central del metabolismo de hr 
a tos de carbono. La lactosa es metabolizada a una velocidad elevada 
da sa pene no an put 
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Regiones de control de la transcripción lac de E. coli 
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la síntesis de solo bajos niveles de mRNA lac hasta que la concentración 
citosólica de glucosa caiga a niveles bajos. La transcripción del operón 
lac bajo diferentes condiciones está controlado por el represor lac y la 
proteína activadora del catabolito (CAP, catabolite activator protein) 
(también llamada CRP, por proteína receptora del catabolito [catabo- 
lite receptor protein]), cada uno de los cuales se une a una secuencia de 
DNA específica en la región de control de la transcripción lac llamadas 
operador y el sito CAP, respectivamente (Fig. 7-3, arriba). 
Para que la transcripción del operón lac comience, la subunidad 
07 de la RNA polimerasa debe unirse al promotor lac en las secuen- 
—35 y —10. Cuando la lactosa está presente, el represor 
que se superpone con el sitio de inicio de 
el represor lac unido al sitio operador 


cias promotoras 
lac se une al operador lac, 


la transcripción. Por lo tanto, y 86 Y en 
bloquea la unión de a” y, por ende, la iniciación de la transcripción 


por la RNA polimerasa (Fig. 7-3a). Cuando la lactosa está presente, se 
une a sitios de unión específicos en cada subunidad del represor tetra- 
mérico lac y causa Un cambio conformacional en la proteína que hace 
que se disocie del operador lac. Como resultado, la polimerasa se puede 


unir al promotor e iniciar la transcripción del operón lac. Sin embargo, 


FIGURA 7-3 Regulación de la transcripción del operón lac de E. coli. 
(Arriba) La región de control de la iranscripcion compuesta por = 100 pares 
de bases, incluye tres regiones de unión a proteina el sitio CAP, que une la 
proteína activadora del catabolito; el promotor lac, que une el complejo RNA 


n E lar7 
polimerasa-0”?, y el operador lac, que une el represor lac. El gen lacd que 


codifica la enzima B-galactosidasa, el primero de tres genes en el operón, se 
muestra a la derecha. (a) En ausencia de lactosa, se produce muy poco MRNA 
lac debido a que el represor lac se une al operador, inhibiendo la iniciación 

de la transcripción por parte de la RNA polimerasa-0”*. (b) En presencia de 
glucosa y lactosa, el represor lac une lactosa y se disocia del operador, lo que 
permite que la RNA polimerasa-0 7% inicie la transcripción a un ritmo bajo. (c) La 
transcripción máxima del operón lac se produce en presencia de lactosa y en 
ausencia de glucosa. En esta situación, aumenta el CAMP en respuesta a la baja 
concentración de glucosa y se forma el complejo CAP-CAMP que se une al sitio 
CAP. donde interactúa con la RNA polimerasa para estimular la velocidad de la 
iniciación de la transcripción. (d) El represor tetramético lac se une al operador 
lac primario (01) y uno de los dos operadores secundarios (O2 u 03) simultá- 
neamente. Las dos estructuras están en equilibrio. (Parte (d) adaptado de 8. Muller-Hill, 


1998, Curr Opin. Microbiol 1:145.] 


cuando la glucosa también está presente, la velocidad de iniciación de 
la transcripción (p. ej., el número de veces por minuto que diferentes 
moléculas de RNA polimerasas inician la transcripción) es muy baja, lo 
que da como resultado la síntesis solo de bajos niveles del mRNA lac y 
de las proteínas codificadas en el operón lac (Fig. 7-3b). La frecuencia 
de iniciación de la transcripción es baja debido a que las secuencias -35 
y —10 en el promotor lac difieren de las secuencias de unión de 07” que 
se mostraron previamente. 

Una vez que la glucosa es extraída del medio y la concentración 
de glucosa intracelular disminuye, E. coli responde sintetizando AMP 
cíclico, o CAMP. A medida que la concentración de CAMP aumenta, 
este se une a un sitio en cada subunidad de la proteína CAP dimérica, 
provocando un cambio de conformación que le permite unirse al sitio 
CAP en la región de control de transcripción de lac. El complejo CAP- 
cAMP interactúa con la polimerasa unida al promotor, estimulando 
la velocidad de iniciación de la transcripción. Esta activación lleva a la 
síntesis de altos niveles de lac mRNA y posteriormente de las enzimas 
codificadas por el operón lac (Fig. 7-3). 

En efecto, el operón lac es más complejo de lo que se describe en 
el modelo simplificado de la Figura 7-3, partes (a)-(c). El represor te- 
tramérico lac suele unirse a dos sitos simultáneamente, uno al ope- 
rador primario (lacO1) que se solapa con la región de DNA unida 
por la RNA polimerasa en el promotor en uno de los dos operadores 
secundarios centrados en +412 (lacO2) y -82 (lacO3) (Fig. 7-3b). El 
represor tetramérico laces un dímero de dímeros. Cada dímero se une 
a un operador. La unión simultánea del represor tetramérico lac al 
operador lac primario O] y a uno de los dos operadores secundarios 
es posible debido a que el DNA es bastante flexible, como vimos en el 
empaquetamiento del DNA alrededor de la superficie de un octámero 
de histona en los nucleosomas de los eucariontes (Fig. 6-29). 

Estos operadores secundarios funcionan para aumentar la concen- 
tración local del represor lac en la microvecindad del operador donde 
la unión del represor bloquea la unión de la RNA polimerasa. Como el 
equilibrio de las reacciones de unión depende de las concentraciones 
de las parejas de unión, la concentración local aumentada resultante 
del represor lacen la vecindad de O1 incrementa la unión del represor a 
01. Existen aproximadamente 10 tetrámeros de represores lac por célu- 
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la de E. coli. Debido a la unión a O2 y O3, casi siempre hay un tetrámero 
de represor lac mucho más cerca de O] de lo que sería el caso si los 10 
represores difundieran al azar por toda la célula. Si tanto O2 como 03 
están mutados de manera tal que el represor lac no se une más a ellos 
con alta afinidad, la represión en el promotor lac se reduce en un factor 
de 70. La mutación de solo 02 o solo O3 reduce el doble la represión, 
lo cual indica que cualquiera de estos dos operadores secundarios pro- 
porciona la mayor parte de la estimulación de la represión. 

Aunque los promotores de diferentes genes de E. coli muestran 
considerable homología, sus secuencias exactas difieren. La secuencia 
promotora determina la velocidad intrínseca a la cual el complejo RNA 
polimerasa-07”” inicia la transcripción de un gen en la ausencia de un 
represor o activador. Los promotores que soportan una tasa alta de ini- 
ciación de la transcripción tienen secuencias -35 y —10 similares al 
promotor ideal mostrado anteriormente y se denominan promotores 
fuertes. Aquellos que soportan una tasa baja de iniciación de la trans- 


esta secuencia ideal y se denominan promotores de. 


cripción difieren de E débil. S 
por ejemplo, tiene un promotor débil. 5u secuencia 


biles. El operón lac, : 50 ] | 
difiere del promotor consenso fuerte en diversas posiciones. Esta baja 


tasa intrínseca es reducida aún más por el represor lac y aumentada 


sustancialmente por el activador caAMP-CAP. 


Pequeñas moléculas regulan la expresión de 


muchos genes bacterianos por medio de los 
represores y activadores de unión al DNA 


La transcripción de la mayoría de los genes de E. coli está regulada por 
procesos similares a aquellos descriptos para el operón lac, aunque las 
interacciones detalladas difieren en cada promotor. El mecanismo ge- 
neral involucra un represor específico que se une a la región Operadora 
de un gen u operón, bloqueando la iniciación de la transcripción. Una 
molécula de ligando (o ligandos) pequeña se une al represor, controla 


Cuadro 7-1 | Factores sigma de E. coli 


Promotor consenso 
Factor sigma Promotores reconocidos Región -35 Región -10 
o” (0?) Genes de mantenimiento, la mayoría de los genes en TTGACA TATAAT 
las células que se replican exponencialmente 
oo”) Genes en fase estacionaria y respuesta al estrés TTGACA TATAAT 


general 
A ¿gg AA AE II ES 7 EST TU + A 


g?? (0H) 


Inducidos por proteínas desplegadas en el citoplas- TCTECNCCCTTGAA 


ma; genes que codifican chaperonas que vuelven a 
plegar proteínas desplegadas y sistemas de proteasas 
que llevan a la degradación de proteínas desplegadas 
en el citoplasma 


CCCCATNTA 


Kú—_—_———__ _a——_—________—__________ Ru... 

a (0%) Activados por proteínas desplegadas en el espacio GAACTT 
periplasmático y en la membrana celular; genes que 
codifican proteínas que restauran la integridad de la 


envoltura nuclear 


A A o 


TCTGA 


o* (02) Genes involucrados en el ensamblaje de flagelos CTAAA CCGATAT 
A 
Fecl (018) Genes necesarios para la incorporación de hierro TTGGAAA GTAATG 


A AAA E 
REGIÓN -24 


REGIÓN -12 


2 ——————— 
E 


0% (0) Genes para el metabolismo del nitrógeno y otras 


funciones 
FUENTE: T. M. Gruber y C. A. Gross, 2003, Ann. Rev. Microbiol, 57:441, S.L. McK 
188:4627; U. K. Sharma y D. Chatterji, 2010, FEMS Microbiol, Rey. 34:646. 


TTGCA 


night y K. R. Yamamoto, eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press; R. L. Gourse, W. Ross y S. T. Rutherford, 2006, J. Bacteriol. 
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su actividad de unión al DNA y, en consecuencia, la velocidad de trans- 
cripción apropiadas para las necesidades de la célula. Al igual que para 
el operón lac, muchas regiones de control de la transcripción contienen 
uno o más operadores secundarios que contribuyen al nivel de represión. 

Las proteínas activadoras específicas, como CAP en el operón lac, 
también controlan la transcripción de un subgrupo de genes bacteria- 
nos que tienen sitios de unión para el activador. Al igual que CAP, otros 
activadores se unen al DNA junto con la RNA polimerasa, estimulando 
la transcripción a partir de un promotor específico. La actividad de 
unión al DNA de un activador puede ser modulada en respuesta a las 
necesidades celulares mediante la unión de ligandos de moléculas pe- 
queñas (p. ej. CAMP) o por modificaciones postraduccionales, como la 
fosforilación, que alteran la conformación del activador. 


La iniciación de la transcripción a partir de algunos 
promotores requiere factores sigma alternativos 


La mayoría de los promotores de E. coli interactúan con RNA polime- 
rasa 07, la principal forma de iniciación de la enzima bacteriana. Sin 
embargo, la transcripción de ciertos grupos de genes es iniciada por las 
RNA polimerasas de E. coli que contienen uno de los diversos facto- 
res sigma alternativos que reconocen diferentes secuencias promotoras 
consenso, además de la 07” que reconoce (Cuadro 7-1). Estos factores 
O alternativos son necesarios para la transcripción de grupos de genes 
con funciones relacionadas como aquellas involucradas en la respuesta 
al shock térmico o la falta de nutrientes, a la motilidad, o la esporula- 
ción en las eubacterias grampositivas. En E. coli existen seis factores al- 
ternativos además del principal factor O “doméstico”, el 07”. El genoma 
de la bacteria esporulativa, grampositiva Streptomyces coelicolor codifi- 
ca 63 factores O, el récord actual, sobre la base del análisis de secuencias 
de cientos de genomas de eubacterias. La mayoría están estructural y 
funcionalmente relacionados con 0”. Pero una clase no está relacio- 
nada, representada en E. coli por a*. La iniciación de la transcripción 
por las RNA polimerasas que contienen factores similares a 07” está 
regulada por represores y activadores que se unen al DNA cerca de la 
región donde se une la polimerasa, similar a la iniciación por la RNA 
polimerasa 07” en sí misma. 


La transcripción por la 0*%-RNA polimerasa 
está controlada por activadores que 
se unen lejos del promotor 


, - 34 jas " 
La secuencia de un factor sigma de E. coli, 0%, es distintivamente dife 


rente de la de todos los factores similares a y”. La transcripción de los 
genes por la RNA polimerasa que contiene 0* está regulada solamente 
por activadores cuyos sitios de unión al DNA, llamados potenciadores 
o intensificadores, en general se localizan entre 80-160 pares de bases 
corriente arriba del sitio de inicio. Incluso cuando los potenciadores se 
encuentran más de una kilobase más allá del sitio de inicio, los activa- 

sd n activar la transcripción. 
A mejor caracterizado, 0% —la proteína NtrC (proteína 
C reguladora de nitrógeno)- estimula la transcripción del e glna. 
Este gen codifica la enzima glutamina sintetasa, que sintetiza el ami- 


noácido glutamina a partir de ácido glutámico y amoníaco. La RNA 


Í HA pero no separa las hebras de 
polimerasa 0% se une al promotor ginA p p 


DNA e inicia la transcripción hasta que es activada por NtrC, Bueptos 
teína dimérica. NtrC, a su vez, está regulada por una proteína-cinasa 
llamada NtrB. En respuesta a bajos niveles de glutamina, NtrB fosforila 


a NtrC dimérica, que luego se une a un potenciador corriente arriba del 
promotor gInA. NtrC fosforilada unida al potenciador luego estimula a 
la polimerasa 0* unida al promotor para separar las hebras de DNA e 
iniciar la transcripción. 

Estudios con microscopia electrónica demuestran que NtrC uni- 
da al potenciador y la polimerasa 0” unida al promotor interactúan 
directamente, formando un lazo o bucle en el DNA entre los sitios de 
unión (Fig. 7-4). Como se analizó anteriormente en este capítulo, este 
mecanismo de activación se asemeja al mecanismo predominante de 
los activadores transcripcionales en los eucariontes. 

NtrC tiene actividad ATPasa y se necesita de la hidrólisis de ATP 
para la activación de la polimerasa 0% unida por la NtrC fosforilada. 
Evidencia de esto es que los mutantes con una NtrC defectuosa en la 
hidrólisis de ATP son invariablemente defectuosos en la estimulación 
de la polimerasa 0% para separar las hebras de DNA en el sitio de ini- 
cio de la transcripción. Se postula que la hidrólisis de ATP suministra 
la energía necesaria para la separación de las hebras de DNA. Por el 
contrario, la polimerasa 07” no requiere de la hidrólisis de ATP para 
separar las hebras en el sitio de inicio. 


Muchas respuestas bacterianas están controladas 
por sistemas reguladores de dos componentes 


Como recién vimos, el control del gen glnA de E. coli depende de dos 
proteínas, NtrC y NtrB. Tales sistemas reguladores de dos compo- 
nentes controlan muchas respuestas de las bacterias a los cambios 
en el entorno. A concentraciones elevadas de glutamina, ésta se une 
a un dominio sensor de NtrB y causa un cambio conformacional en 
la proteína que inhibe su actividad de histidina cinasa (Fig. 7-54). Al 
mismo tiempo, el dominio regulador de NtrC bloquea el dominio 
de unión al DNA a partir del potenciador de glnA. En condiciones 
de baja glutamina, ésta se disocia del dominio sensor en la proteína 
NtrC, llevando a la activación de un dominio histidina cinasa trans- 
misor en la NtrB que transfiere el fosfato y del ATP a un residuo de 
histidina (H) en el dominio transmisor. Esta fosfohistidina luego 
transfiere el fosfato a un residuo de ácido aspártico (D) en la proteína 
NtrC. Esto provoca un cambio conformacional en NtrC que desen- 
mascara el dominio de unión al DNA de NtrC, de manera tal que se 
puede unir al potenciador de glnA. 

Muchas otras respuestas bacterianas están reguladas por dos pro- 
teínas con homología a NtrB y NtrC (Fig. 7-5b). En cada uno de estos 
sistemas reguladores, una proteína, llamada histidina cinasa sensora, 
contiene un dominio transmisor histidina cinasa que es regulado en 
respuesta a los cambios medioambientales detectados por un do- 
minio sensor. Cuando se activa, el dominio transmisor transfiere el 
fosfato del ATP al residuo de histidina en el dominio transmisor. La 
segunda proteína, llamada un regulador de respuesta, contiene un do- 
minio receptor homólogo a la región de NtrC que contiene el residuo 
de ácido aspártico que es fosforilado por NtrB activada. El regulador 
de respuesta contiene un segundo dominio funcional que está regu- 
lado por la fosforilación del dominio receptor. En muchos casos este 
dominio del regulador de respuesta es un dominio de unión al DNA 
especifico de secuencia que se une a secuencias de DNA relacionadas 
y funciona tanto como represor, como el represor lac, o como un ac- 
pp e. se O q regulando la transcripción de genes es- 
pecíficos. Sin embargo, el dominio ié 
funciones, como pd la oe See e aan ia 

' a bacteria nada en 
respuesta a un gradiente de concentración de nutrientes. Aunque to- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 7-4 La formación de un bucle de DNA permite 
la interacción del NtrC unido y la RNA polimerasa-03%. (2) Dibujo 
(izquierda) y microfotografía electrónica (derecha) del fragmento de restricción 
de DNA con dimeros de NtrC fosforilados en la región potenciadora cerca de 
un extremo y la RNA polimerasa-0% unida al promotor de g/nA cerca del otro 


dos los dominios transmisores son homólogos (como lo son también 
los dominios receptores), el dominio transmisor de una proteína sen- 
sora específica fosforilará solo los dominios receptores de regulado- 
res de respuesta específica, permitiendo las respuestas específicas a 
diferentes cambios ambientales. En las plantas también se encuentran 
similares sistemas reguladores de dos componentes histidil-aspartil 
de retransmisión por fosfato. 


Control de la elongación de la transcripción 


Además de la regulación de la transcripción iniciada por activado- 
res y represores, la expresión de muchos operones bacterianos está 
controlada por la regulación de la elongación de la transcripción en 
la región proximal al promotor. Esto se descubrió por primera vez 
en estudios de la transcripción del operón Trp en E. coli (Fig. 4-13). 
La transcripción del operón Trp es reprimida por el represor Trp 
cuando la concentración del triptófano en el citoplasma es alta. Pero 
los niveles bajos de iniciación de la transcripción que aún se pro- 
duce son controlados aún más mediante un proceso denominado 
atenuación cuando la concentración de tRNAT es suficiente como 
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extremo. (b) Dibujo (izquierda) y microfotografía electrónica (derecha) de la 
misma preparación de fragmento que muestra que los dimeros NtrC y la RNA 
polimerasa-0*% se unen entre sí con el DNA que interviene formando un bucle 
entre ellos. [Micrototografias de W Su y cols, 1990, Proc Nat lAcad Sci USA B7:5505: cortesia de $ 


Kustu] 


para soportar una alta tasa de síntesis proteica. Los primeros 140 nt 
del operón Trp no codifican proteínas necesarias para la biosíntesis 
de triptófano, sino que consisten en una secuencia líder como se 
esquematiza en la Figura 7-64. La región 1 de esta secuencia líder 
contiene dos codones sucesivos de Trp. La región 3 puede formar 
apareamiento de bases con las regiones 2 y 4. Un ribosoma sigue de 
cerca detrás de la RNA polimerasa e imicia | 


a traducción de un pép- 
tido líder poco después de que eme 


rge el extremo 5” de la secuencia 
líder del Trp de la RNA polimerasa. Cuando la concentración de 


tp, a p á 
IRNA*P es suficiente para llevar a cabo una alta tasa de síntesis de 


PS an y 9) 
a través de la región 1 a la región 2, 


bloqueando la capacidad de la región 2 de formar apareamiento de 
bases con la región 3 a me 


proteina, el ribosoma traduce 


dida que emerge desde la superficie de la 
RNA polimerasa que transcribe (Fig. 7-6b, izquierda). En su lugar 
la región 3 forma apareamientos de bases con la región 4 tan pronto 
como emerge desde la superficie de la polimerasa, formando una 
horquilla de RNA (véase Fig. 4-9a) seguida por varios uracilos, qué 
68 pm señal para la RNA polimerasa bacteriana de pausar la trans” 
cripción y terminar. Como consecuencia, el resto del operón dl 
largo no se transcribe, y la célula no desperdicia energía necesarld 
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(b) Sistema de señalización general de dos componentes 
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FIGURA 7-5 Sistemas reguladores de dos componentes. A bajas concen- 
traciones citoplasmáticas de glutamina, esta se disocia del NtrB y provoca un 
cambio de conformación que activa un dominio proteina-Cinasa transmisor 
que transfiere un fosfato y del ATP a una histidina (H) conservada en el dominio 
transmisor. Luego este fosfato es transferido a un ácido aspártico (D) en el 
dominio regulador del regulador de respuesta NtrC. Esto convierte a NtrC en 
su forma activada, que se une a los sitios potenciadores corriente arriba del 
promotor de gInA (Figura 7-4). (b) Organización general de los sistemas regula- 
dores fosforilantes de dos componentes histidil-aspartil en bacterias y plantas 
[Adaptado de A. H. West y A. M. Stock, 2001, Trends Biochem. 5ci 26:36] 


para su síntesis o para la traducción de las proteínas codificadas 
cuando la concentración del triptófano es alta. 

Sin embargo, cuando la concentración de tRNAT? no es suficiente 
para poder llevar a cabo una alta tasa de síntesis proteica, el ribosoma 
se detiene en los dos codones de Trp sucesivos en la región 1 (Fig. 7-6b, 
derecha). En consecuencia, la región 2 forma apareamiento de bases 
con la región 3 tan pronto como emerge de la RNA polimerasa que está 
transcribiendo. Esto evita que la región 3 forme apareamiento de bases 
con la región 4, por lo tanto no se forma la horquilla 3-4 y la RNA poli- 
merasa no realiza una pausa o termina la transcripción. Como resulta- 
do, las proteínas necesarias para la síntesis de triptófano son traducidas 
por los ribosomas que inician la traducción en los codones de inicio 
para cada una de las proteínas en el mRNA policistrónico largo de Trp. 

La atenuación de la elongación de la transcripción también se pro- 
duce en algunos operones y los genes simples que codifican enzimas 
involucradas en la biosítesis de otros aminoácidos y metabolitos a tra- 
vés de la función de los ribosensores. Estos RNA forman estructuras 
terciarias que pueden unir moléculas pequeñas cuando están presentes 
en concentraciones lo suficientemente altas. En algunos casos esto da 
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FIGURA 7-6 Control transcripcional mediante regulación de a sd 
gación y la terminación por parte de la RNA polimerasa en ba pera 
Trp de E. coli, (a) Diagrama de los 140 nucleótidos del RNA líder cn 
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tRNA!'P aminoacilado, la formación del tallo-bucle 3-4 seguida por una serie 
de U provoca la terminación de la transcripción. A bajas concentraciones de 
tRNATP aminoacilado, la región 3 se encuentra secuestrada en el tallo-bucle 
2-3 y no puede formar apareamiento de bases con la región 4. En ausencia de 


la estructura de tallo-bucle necesaria para la terminación, la transcripción del 
operón trp continúa. [Véase C. Yanofsky, 1981, Nature 289:751.] 
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como resultado la formación de estructuras de horquillas que condu- 
cen a la terminación temprana de la transcripción como en el operón 
Trp. Cuando la concentración de estos ligandos de moléculas pequeñas 
es más baja, los metabolitos no son unidos por el RNA y se forman 
estructuras alternativas de RNA que no inducen la terminación de la 
transcripción. Como se analiza a continuación, aunque el mecanismo 
de pausa de la transcripción y la terminación en los eucariontes es di- 
ferente, recientemente se ha descubierto que la regulación de la pausa 
transcripcional proximal al promotor y de la terminación también se 
producen frecuentemente en la regulación de la expresión génica en 
organismos multicelulares. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 7.1 
Control de la expresión génica en bacterias 


* La expresión génica tanto en procariontes como en eucariontes está 
regulada principalmente por mecanismos que controlan la iniciación 
de la transcripción. 


* El primer paso en la iniciación de la transcripción en E. colies la unión 
de la subunidad O que forma complejo con una RNA polimerasa a un 
promotor. 


* La secuencia nucleotídica de un promotor determina su fuerza, es 
decir, cuán frecuentemente se unen diferentes moléculas de RNA poli- 
merasas e inician la transcripción por minuto. 


* Los represores son proteínas que se unen a las secuencias operadoras que 
se superponen o se encuentran adyacentes a los promotores. La unión de 
un represor a un operador inhibe la iniciación de la transcripción. 


* La actividad de unión al DNA de la mayoría de los represores bac- 
terianos está modulada por los ligandos de moléculas pequeñas. Esto 
permite que las células bacterianas regulen la transcripción de los genes 
específicos en respuesta a cambios en la concentración de varios nu- 
trientes en el ambiente y a metabolitos en el citoplasma. 


* El operón lac y algunos otros genes bacterianos también están regu- 
lados por las proteínas activadoras que se unen al lado del promotor y 
aumentan la tasa de iniciación de la transcripción mediante la interac- 
ción directa con la RNA polimerasa unida a un promotor adyacente. 


* El principal factor sigma en E. coli es 0”, pero también se encuentran 
varios otros factores sigma, menos abundantes, cada uno de los cuales 
reconocen diferentes secuencias promotoras consenso o interactúan 
con diferentes activadores. 


* La iniciación de la transcripción por todas las RNA polimerasas de 
E. coli, excepto aquellas que contienen 0%, puede ser regulada por los 


represores y los activadores que se unen cerca del sitio de inicio de la 
transcripción (véase la Fig. 7-3). 


* Los genes transcriptos por la RNA polimerasa 0% son regulados por 
activadores que se unen a los potenciadores localizados =100 pares de 
bases corriente arriba del sitio de inicio. Cuando el activador y la RNA 
polimerasa O” interactúan, el DNA entre sus sitios de unión forman 
un bucle (véase la Fig. 7-4). 


* En los sistemas reguladores de dos componentes, una proteína ac- 
túa como un sensor y controla la concentración de nutrientes u otros 
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n las bacterias también se puede regular mediante 
control de la elongación transcripcional en la región proximal al pro- 
motor. Esto puede regularse por la unión de ribosomas al mRNA e 
ciente como en el caso del operón TTp (Fig. 7-6), o por los ribosensores, 
las estructuras terciarias de RNA que unen moléculas pequeñas, para 
determinar si se forma una estructura en horquilla seguida por una 
cadena de uracilos, lo que provoca que la RNA polimerasa bacteriana 


ig. 7-5). 


* La transcripción e 


realice una pausa y termine la transcripción. 


7.2 Panorama general del control génico 
en eucariontes 


En las bacterias, el control génico sirve principalmente para permitir 
que una única célula se ajuste a los cambios en su ambiente, de manera 
tal que se optimice su crecimiento y división. En los organismos mul- 
ticelulares, los cambios ambientales también inducen cambios en la 
expresión génica. Un ejemplo es la respuesta al bajo oxígeno (hipoxia) 
en la cual un grupo específico de genes es inducido rápidamente para 
ayudar a la célula a sobrevivir bajo condiciones de hipoxia. Estas inclu- 
yen las proteínas angiogénicas secretadas que estimulan el crecimiento 
y la penetración de capilares nuevos dentro del tejido circundante. Sin 
embargo, el propósito más característico y de mayor alcance biológico 
del control génico en los organismos multicelulares es la ejecución del 
programa genético que subyace al desarrollo embriológico. La genera- 
ción de muchos tipos celulares diferentes que en forma colectiva for- 
man un organismo multicelular depende de que los genes adecuados 
se activen en las células correctas en el momento oportuno durante el 
período de desarrollo. 

En la mayoría de los casos, una vez que una célula ha dado un paso 
en el desarrollo, no retrocede. Por lo tanto, las decisiones son funda- 
mentalmente diferentes de la activación y la represión reversible de 
los genes bacterianos en respuesta a las condiciones ambientales. En 
la ejecución de sus programas genéticos, muchas células diferenciadas 
(p. ej., las células cutáneas, los eritrocitos y las células productoras de 
anticuerpos) siguen un destino que las lleva a la muerte celular, sin de- 
jar descendencia. Los patrones fijos del control génico que conducen a 
la diferenciación sirven a las necesidades de todo el organismo y no 4 la 
supervivencia de una célula individual. A pesar de las diferencias en los 
propósitos del control génico en bacterias y eucariontes, dos caracterís 
ticas clave del control transcripcional primero descubiertas en las bac- 
terias y descriptas en la sección anterior también se aplican a las células 
eucariontes. Primero, las secuencias de DNA reguladoras de unión 4 
proteínas, o los elementos de control, están asociadas con genes. Segun” 
do, las proteínas específicas que se unen a una secuencia reguladora de 
un gen determinan dónde comenzará la transcripción y activará O Fé” 
primirá su transcripción. Una diferencia fundamental entre el control 
transcripcional en las bacterias y los eucariontes es una consecuencia 
de la asociación de DNA cromosómico eucarionte con octámeroS de 
histonas, formando nucleosomas que se asocian con las fibras de Cro” 


alina que además se asocian a la cromatina variando los grados de 
condensación (Figs. 6-29, 6-30, 6-32 y 6-33). Las células eucariontes 
explotan la estructura de la cromatina para regular la transcripción, un 
mecanismo de control de la transcripción que no está disponible en las 
bacterias. Como se representa en la Figura 7-2, en los eucariontes mul- 
sicelulares, muchos genes inactivos están ensamblados en la cromatina 
condensada, que inhibe la unión de las RNA polimerasas y los factores 
de transcripción general requeridos para la iniciación de la transcrip- 
ción. Las proteínas activadoras se unen a los elementos de control cerca 
del sitio de inicio de la transcripción de un gen así como a kilobases 
alejadas y promueve la descondensación de la cromatina, la unión de 
la RNA polimerasa al promotor y la elongación de la transcripción por 
medio de la cromatina. Las proteínas represoras se unen a elementos 
de control alternativos y causan la condensación de la cromatina y la 
inhibición de la unión de la polimerasa o la elongación. En esta sección 
se analizarán los principios generales del control génico eucarionte y se 
señalan algunas similitudes y diferencias entre los sistemas eucariontes 
y bacterianos. Las secciones subsiguientes de este capítulo conducirán 
a aspectos específicos de la transcripción eucarionte en mayor detalle. 


Los elementos reguladores en el DNA eucarionte se 
pueden encontrar junto a los sitios de inicio de la 
transcripción o a muchas kilobases de distancia 


Las mediciones directas de las tasas de transcripción de múltiples genes 
en diferentes tipos celulares demuestran que la regulación de la trans- 
cripción, ya sea en el paso de iniciación o durante la elongación al ale- 
jarse del sitio de inicio de la transcripción, es la forma más común de 
control génico en eucariontes, como también lo es en bacterias. En los 
eucariontes, como en las bacterias, una secuencia de DNA que especifi- 
ca dónde se une la RNA polimerasa e inicia la transcripción de un gen 
se denomina un promotor. La transcripción a partir de un promotor 
particular está controlada por las proteínas de unión al DNA que son 
funcionalmente equivalentes a los represores y activadores bacterianos. 
Estudios recientes sugieren que la capacidad intrínseca de la secuen- 
cia de DNA de una región promotora para asociarse con octámeros de 
histonas también influye en la transcripción. Puesto que las proteínas 
reguladoras de la transcripción pueden funcionar como activadores o 
gún su asociación con otras proteínas, 
general como factores de transcrip- 
transcripción en los genomas €u- 
ripción suelen estar localizados 


represores de la transcripción, se 
suelen denominarse en forma más 
ción. Los elementos de control de la 
cariontes que unen factores de transc : 
mucho más lejos del promotor que ellos regulan que en el caso de . 
genomas procariontes. En algunos casos, los factores de e n 
que regulan la expresión de genes qué codifican proteínas en . za 
cariontes superiores se unen a sitios reguladores decenas e p . 
pares de bases ya sea corriente arriba (opuesta a la aa n de la 
transcripción) o corriente abajo (en la misma dirección de a trans- 
cripción) a partir del promotor. Como resultado de esta ara 
la transcripción de un único gen puede estar regulada por la uni n de 
múltiples factores de transcripción a elementos de control alternativos, 
dirigiendo la expresión del mismo g€n en diferentes tipos de células y 


en diferentes momentos durante el desarrollo. 
cuencias de DNA de control de la transcrip- 


ión del gen de mamíferos que codifica 
6. Como se mencionó anteriormente, 
1 desarrollo del ojo. Pax6 también es 


Por ejemplo, diversas se 
ción separadas regulan la expres 
el factor de la transcripción Pax 
la proteína Pax6 es necesaria para € 


necesaria para el desarrollo de ciertas regiones del cerebro y la médula 
espinal y las células en el páncreas que secretan hormonas como la in- 
sulina. Como también se mencionó anteriormente, los seres humanos 
heterocigotos con solo un gen Pax6 funcional nacen con aniridia, una 
falta de iris en los ojos (Fig. 7-1a). El gen Pax6 se expresa a partir de 
los últimos tres promotores alternativos que funcionan en diferentes 
tipos de células y en diferentes momentos durante la embriogénesis 
(Fig. 7-74). 

Los investigadores a menudo analizan las regiones de control gé- 
nico mediante preparación de moléculas de DNA recombinantes que 
pueden contener un fragmento de DNA para ser probado con la región 
codificante para un genindicador (informador) que es fácil de analizar. 
Los genes indicadores típicos son luciferasa, que genera luz que puede 
ser evaluada con mayor sensibilidad y por muchos órdenes de magni- 
tud de intensidad usando un luminómetro. Otros genes indicadores 
usados con frecuencia codifican una proteína verde fluorescente (véase 
Figs. 9-8d y 9-15) y la B-galactosidasa de E. coli, que genera Un precipi- 
tado azul intenso cuando es incubada con X-gal, el análogo a la lactosa, 
insoluble e incoloro. Cuando se preparan ratones transgénicos (véase 
Fig. 5-43) que contienen un gen indicador P-galactosidasa fusionado 
a 8 kb de DNA corriente arriba del exón 0 de Paxó, la P-galactosidasa 
se observa en los cristalinos, las córneas y el páncreas en desarrollo del 
embrión a mitad de término de la gestación (Fig. 7-7b). El análisis de 
los ratones transgénicos con fragmentos de DNA más pequeños a par- 
tir de esta región permitió el mapeo de las regiones de control de la 
transcripción separadas que regulan la transcripción en el páncreas y 
en los cristalinos y la córnea. Los ratones transgénicos con otras Cons- 
trucciones de genes indicadores revelan regiones de control de la trans- 
cripción adicionales (Fig. 7-74). Éstas controlan la transcripción en la 
retina en desarrollo y en diferentes regiones del cerebro en desarrollo 
(encéfalo). Algunas de estas regiones de control de la transcripción 
están en intrones entre los exones 4 y 5 y entre los exones 7 y 8. Por 
ejemplo, un gen informador bajo control de la región marcada retina 
en la Figura 7-7a entre los exones 4 y 5 lleva a la expresión del gen in- 
formador específicamente en la retina (Fig. 7-7c). 

Las regiones de control para muchos genes se encuentran a va- 
rios cientos de kilobases de distancia de los exones codificantes del 
gen. Un método para identificar tales regiones de control distantes 
es comparar las secuencias de organismos lejanamente relacionados. 
Las regiones de control de la transcripción para un gen conservado 
también suele estar conservadas y pueden ser reconocidas en la base 
de una secuencia no funcional que divergió durante la evolución. 
Por ejemplo, existe una secuencia de DNA humano =500 kilobases 
corriente abajo del gen SALL] que está altamente conservada en ra- 
tones, ranas, pollos y peces (Fig. 7-8a). SALLI codifica un represor 
de la transcripción necesario para el desarrollo normal del intestino 
delgado, los riñones, los miembros y los oídos. Cuando se generaron 
ratones transgénicos que contenían esta secuencia de DNA conserva- 
da unida a un gen indicador B-galactosidasa (Fig. 7-8b), los embrio- 
nes transgénicos expresaron una alta concentración del gen indicador 
P-galactosidasa específicamente en los esbozos de los miembros en 
desarrollo (Fig. 7-8c). Los pacientes humanos con deleciones en esta 
región del genoma se desarrollan con anomalías en los miembros. 
Estos resultados indican que esta región conservada dirige la trans- 
cripción del gen SALLI en el desarrollo de los miembros. Presumi- 
blemente, otros potenciadores controlan la expresión de este gen en 
otros tipos de células, donde funcionan en el desarrollo normal ae 
oídos, intestino delgado y riñones. Después de analizar las protei- 
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FIGURA 7-7 Análisis de las regiones de control de la transcripción del 
gen murino Pax6 en ratones transgénicos. (a) Tlres promotores de Pax6 
alternativos se utilizan en distintos momentos durante la embriogénesis 
en diferentes tejidos específicos del embrión en desarrollo. Las regiones de 
control de la transcripción que regulan la expresión de Pax6 en diferentes 
tejidos se indican mediante rectángulos coloreados. La región de control 
específica del telencéfalo en el intrón 1 entre los exones 0 y 1 no se ha 
mapeado a alta resolución. Las otras regiones de control mostradas tienen = 
200-500 pares de bases de longitud. (b) La B-galactosidasa expresada en los 
tejidos de un embrión murino con un transgen B-galactosidasa informador 
10,5 días después de la fecundación. El genoma del embrión murino que 
contiene un transgen con 8 kb de DNA corriente arriba del exón O se fusionó 
a la región codificante de la B-galactosidasa. Fosita del cristalino (lens pit, LP) 
es el tejido que se desarrollará en las lentes del ojo. La expresión también se 
observó en tejidos que se desarrollarán en el páncreas (P). (c) La expresión 
de la B-galactosidasa en un embrión de 13,5 días con un gen informador 
B-galactosidasa bajo control de la secuencia en la parte (a) entre los exones 
4 y 5 marcados como Retina. Las flechas apuntan hacia las regiones nasal y 
temporal del desarrollo de la retina. Las regiones de control de la transcrip- 
ción de Paxó también se encontraron 17 kb corriente abajo desde el exón 
3" en un intrón del gen vecino. [Parte (a) adaptado de B. Kammendal y cols, 1999, Dev Biol 
205:79. Partes (b) y (c) cortesía de Peter Gruss] 


nas que llevan a cabo la transcripción en las células eucariontes y los 
promotores eucariontes, regresaremos a un análisis de cómo se cree 
que funcionan tales regiones de control de la transcripción, llamadas 
potenciadores. 


Tres RNA polimerasas eucariontes catalizan 
la formación de diferentes RNA 


El núcleo de todas las células eucariontes analizadas hasta el momento 
(p. ej. vertebrados, Drosophila, levaduras y células vegetales) contienen 
tres RNA polimerasas diferentes, designadas 1, II y III. Estas enzimas 
eluyen a diferentes concentraciones salinas durante la cromatografía de 
intercambio iónico, lo que refleja las diversas cargas netas de las po- 
limerasas. Las tres polimerasas también difieren en su sensibilidad a 
0-amanitina, un octapéptido cíclico venenoso producido por algunos 
hongos (Fig. 7-9). La RNA polimerasa 1 es insensible a la O-amanitina, 
pero la RNA polimerasa II es muy sensible —el fármaco se une cerca del 
sitio activo de la enzima e inhibe la traslocación de ésta a lo largo del 
DNA molde—. La RNA polimerasa III tiene una sensibilidad intermedia. 
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(c) 


Cada RNA polimerasa eucarionte cataliza la transcripción de los 
genes que codifican diferentes clases de RNA (Cuadro 7-2). La RNA 
polimerasa I (Pol 1), localizada en el nucléolo, transcribe genes que co- 
difica el precursor rTRNA (pre-rRNA), que se procesa en los rRNA 285, 
5,85 y 185. La RNA polimerasa III (Pol III) transcribe los genes que 
codifican los tRNA, el rRNA 5S y un grupo de RNA pequeños, estables, 
que incluye uno involucrado en el procesamiento del RNA (U6) y el 
componente RNA de la partícula de reconocimiento de la señal (SRP) 
involucrado en el direccionamiento de las proteínas nacientes hacia 
el retículo endoplasmático (Cap. 13). La RNA polimerasa II (Pol II) 
transcribe todos los genes que codifican proteínas: es decir, funciona 
en la producción de los mRNA. La RNA polimerasa II también produ- 
ce cuatro de los cinco RNA nucleares pequeños que intervienen en el 
corte y empalme del RNA y los micro-RNA (miRNA) involucrados en 
el control de la traducción así como los RNA de interferencia pequeños 
(siRNA) estrechamente relacionados (véase el Cap. 8). 

Cada una de las tres RNA polimerasas eucariontes es más compleja 
que la RNA polimerasa de E. coli, aunque sus estructuras son similares 
(Fig. 7-10a, b). Las tres contienen dos subunidades grandes y 10-14 
subunidades más pequeñas, algunas de la cuales son comunes entre 
las dos o las tres polimerasas. Las RNA polimerasas eucariontes mejor 
caracterizadas son de la levadura Saccharomyces cerevisiae. Cada uno de 
los genes de levadura que codifican las subunidades de las polimerasas 
se han sometido a mutaciones por noqueo de genes (knockout) y se han 
caracterizado los fenotipos resultantes. Además, se ha determinado la 
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estructura tridimensional de la RNA polimerasa 11 de levadura (Fig. 
7-10b, c). Las tres RNA polimerasas nucleares de todos los eucariontes 
analizadas hasta el momento son muy similares a las de las levadu- 
ras. Las plantas contienen dos RNA polimerasas nucleares adicionales 


[NaCc!] ——> 


Poll 


Proteína 
total 


Pal 11! 


Sintesis de RNA ——> 


Proteína ——> 


10 20 30 40 50 
Número de fracción 


Similitud de secuencia con la humana 
Pa 
= 
(e) 
o 
= 
[ev] 


50 219 


(c) Tinción informador E11.5 


FIGURA EXPERIMENTAL 7-8 El potenciador del 
gen SALL1 humano activa la expresión de un 
gen informador en las yemas de las extremi- 
dades del embrión murino en desarrollo. (a) 
Representación gráfica de la secuencia de DNA con- 
servada en una región del genoma humano (desde 
50214-50220,5 kb de la secuencia del cromosoma 
16) =500 kb corriente abajo desde el gen SALL] 

que codifica un represor de la transcripción dedos 
de cinc. Una región de = 500 pb de secuencia no 
codificante está conservada desde los peces hasta 
los seres humanos, Novecientos pares de bases 
incluida esta región conservada se insertaron en 

un plásmido al lado de la región codificante para la 
Rana B-galactosidasa de £. coli. (b) El plásmido se microin- 
yectó dentro de un pronúcleo de un huevo murino 
fecundado y se implantó en el útero de una ratona 
seudopreñada para generar un embrión murino 
transgénico con el “gen informador"en el plásmido 
inyectado incorporado en su genoma (véase la Fig 
5-43). (c) Después de 11,5 días de desarrollo, cuando 
se desarrollaron los esbozos de los miembros, el 
embrión fijado y permeabilizado se incubó en 

X-gal, que es convertido por la B-galactosidasa en 
un compuesto insoluble de color azul intenso. La 
región de =900 pb de DNA humano que contenía 
un potenciador estimuló la intensa transcripción 

del gen informador B-galactosidasa en los esbozos 


de los miembros específicamente. (De VISTA Enhancer 
Broviser, http//enhancer/bl.gov. Partes (b) y (c) cortesía de Len A 


Pez 


Pennacchio, Joint Genome Institute, Lawrence Berkeley National 
Laboratory] 


(RNA polimerasas IV y V), que están estrechamente relacionadas con 
su RNA polimerasa [Í pero tienen una única subunidad grande y algu- 
nas subunidades únicas adicionales. Éstas actúan en la represión trans- 
cripcional mediante los siRNA nucleares en las plantas, que se analizará 
hacia el final de este capítulo. 

Las dos subunidades grandes de las tres RNA polimerasas eu- 
cariontes (y las RNA polimerasas IV y V de las plantas) están rela- 
cionadas entre sí y son similares a las subunidades P" y B de E. coli, 
respectivamente (Fig. 7-10). Cada una de las polimerasas eucariontes 
también contiene una subunidad del tipo 0 y dos subunidades del 


FIGURA EXPERIMENTAL 7-9 La columna de croma 
identifica las tres polimerasas de RNA eucarionte 
cuales tiene su propia sensibilidad a la G-amaniti 
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ñ iontes y sus funciones 
Cuadro 7-2 | Clases de RNA transcriptos por las tres RNA polimerasas nucleares eucario Y 


Función del RNA 


Polimerasa RNA transcripto 


¡ íntesis de proteína 
RNA polimerasa | Pre-rRNA (rRNA 285, 185, 5,85) Componentes de ribosomas, SI! 


Codifica proteína 


RNA polimerasa Il mRNA ime de RNA 
; Corte y empalme de PR 
el e ca mediada por cromatina, control de la traducción 
s 
miRNA Control de la traducción 


FE AE 


RNA polimerasa III tRNA Síntesis de proteína o hos 
5S TRNA Componente de ribosoma, sintesis de protein 
snRNA U6 Corte y empalme de RNA ] nal e 
78 RNA Partícula de reconocimiento de la señal para inserción de polipéptidos 


en el retículo endoplasmático 


Otros RNA cortos estables Diversas funciones, desconocidas para muchos 


tipo At no idénticas (Fig. 7-11). Las amplias similitudes en la estruc- 
tura de estas subunidades centrales en las RNA polimerasas de varias 
fuentes indican que esta enzima surgió temprano en la evolución y se 
conservó en gran medida. Esto parece lógico para una enzima que ca- 
taliza un proceso tan fundamental como es el copiado de RNA a par- 


tir de DNA. Además, a sus subunidades centrales relacionadas con las 
subunidades de la RNA polimerasa de E. coli, las tres RNA polimera- 
sas de levadura contienen cuatro subunidades pequeñas adicionales, 
comunes a ellas pero no a la RNA polimerasa bacteriana. Finalmente, 
cada RNA polimerasa nuclear eucarionte tiene diversas subunidades 


(b) RNA polimerasa Il de levadura (c) RNA polimerasa Il de levadura 


(a) RNA polimerasa bacteriana 


FIGURA 7-10 Comparación de las estructuras tridimensionales de las 
RNA polimerasas bacteriana y eucarionte. (a, b) Estos modelos de C,, 

se basan en el análisis cristalográfico de rayos x de la RNA polimerasa de la 
bacteria 7. aquaticus y el centro de la RNA polimerasa Il de S. cerevisiae. (a) Las 
cinco subunidades de la enzima bacteriana se distinguen por el color. En este 
modelo solo se incluyen los dominios N-terminales de las subunidades «q. (b) 
En este modelo se muestran 10 de las 12 subunidades que constituyen la RNA 
polimerasa |! de la levadura. Las subunidades que son similares en conforma- 
ción a aquellas en la enzima bacteriana se muestran en los mismos colores. 

El dominio C-terminal de una subunidad grande RPB1 no se observó en la 


estructura cristalina, pero se sabe que se extiende desde la posición marcada 
con una flecha roja. (RPB es la abreviatura para “RNA polimerasa B; que es una 
forma alternativa de referirse a la RNA polimerasa 11.) Se esquematiza al DNA pe” 
netrando las polimerasas a medida que éstas transcriben hacia la derecha. (d) 
Modelo espacial de la RNA polimerasa Il de levadura que incluye las subunida" 
des 4 y 7. Estas subunidades se extienden desde la porción central de la enz" 
ma mostrada en (b) cerca de la región del dominio C-terminal de la subunidad 
grande. (Parte (a) basada en las estructuras cristalinas de G. Zhang y cols., 1999, Cell 98:811 Parte (0) 
adaptado de P Cramer y cols, 2001, Science 292:1863. Parte (c) de K.). Armache y cols, 2003, Prot. Not 
Acad, 5ci. USA 100:6964, y D. A Bushnell y R.D. Kornberg, 2003, Proc. Nat "/ Acad. Sci. USA 100:6969) 


/ 
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Centro de RNA polimerasa 
(aw) de E. coli 


Subunidades 
tipo P' 
y tipo (3 


Subunidades 
tipo 


Subunidades 
tipo (1 


Subunidades 
comunes 


Subunidades 

adicionales 

específicas +5 +3 id 
de enzima 


específicas de la enzima que no están presentes en las otras dos RNA 
polimerasas nucleares (Fig. 7-11). Tres de estas subunidades adicio- 
nales de Pol I y Pol HI son homólogas a las tres subunidades adiciona- 
les específicas de Pol II. Las otras dos subunidades específicas de Pol 
I son homólogas al factor de transcripción general TFIIF de la Pol Il, 
analizado más adelante, y las cuatro subunidades adicionales de Pol 
III son homólogas a los factores de transcripción generales TFIIF y 
TFIIE de la Pol 11. 

El dominio abrazadera de RPBI es designado así debido a que ha 
sido observado en dos posiciones diferentes en cristales de la enzima 
libre (Fig. 7-12a) y un complejo que imita la forma de elongación 
de la enzima (Fig. 7-12b, c). Este dominio rota sobre una bisagra 
que probablemente se abre cuando el DNA corriente abajo (hebra 
molde color azul oscuro, hebra no molde color turquesa) se inserta 
dentro de esta región de la polimerasa y luego se balancea en forma 
cerrada cuando la enzima está en su modo de elongación. El RNA 
que forma apareamiento de bases con la hebra molde es rojo en la 
Figura 7-12b y c. Se postula que cuando la región híbrida RNA-DNA 
de 8-9 pares de bases cerca del sitio activo (Fig. 7-12c) es unida entre 
RBP1 y RBP2 y el RNA naciente llena el canal de salida, la abrazade- 
ra se traba en su posición cerrada, anclando la polimerasa al DNA 
doble hebra corriente abajo. También, un factor de elongación de la 
transcripción llamado DSIE, que se describe más adelante, se asocia 
con la polimerasa en la elongación, manteniendo la abrazadera en su 


conformación cerrada. Como resultado, la polimerasa es extrema- 


damente procesadora, lo que significa que continúa polimerizando 


FIGURA 7-11Representación esquemática de la estructura de las 
subunidades centrales de la RNA polimerasa de E. coli y de las RNA 
polimerasas nucleares de levadura. Las tres polimerasas de levadura 
tienen 5 subunidades centrales homólogas a las subunidades B, B”,las dos 

a. y wm de la RNA polimerasa de E coli. La subunidad más grande (RPB1) de la 
RNA polimerasa Il además contiene un dominio C-terminal (CTD) esencial. Las 
RNA polimerasas | y IIl contienen las mismas dos subunidades de tipo a no 
idénticas, mientras que la RNA polimerasa Il contiene dos subunidades de tipo 
a diferentes. Las tres polimerasas comparten la misma subunidad de tipo w y 
otras 4 subunidades comunes. Además, cada polimerasa de levadura contiene 
de 3 a 7 subunidades Únicas más pequeñas. 


ribonucleótidos hasta que termina la transcripción. Después de la 
terminación y de que se libera el RNA del canal de salida, la abraza- 
dera puede abrirse, liberando la enzima del DNA molde. Esto puede 
explicar cómo la RNA polimerasa II humana puede transcribir el gen 
humano más largo que codifica la distrofina (DMD), que tiene = 2 
millones de pares de bases de longitud, sin disociarse y terminar la 
transcripción. Debido a que la elongación de la transcripción pro- 
cede a 1-2 kb por minuto, ¡la transcripción del gen DMD requiere 
aproximadamente un día! 

Los experimentos de noqueo de genes en levadura indican que la 
mayoría de las subunidades de las tres RNA polimerasas nucleares son 
esenciales para la viabilidad de la célula. La interrupción de algunos ge- 
nes de subunidades de polimerasa que no son absolutamente esenciales 
para la viabilidad (p. ej., subunidades 4 y 7 de la RNA polimerasa II) no 
obstante producen células de escaso crecimiento. Por lo tanto, todas las 
subunidades son necesarias para que las RNA polimerasas eucariontes 
funcionen normalmente. Archaea, al igual que las eubacterias, tiene un 
tipo simple de RNA polimerasa involucrada en la transcripción génica. 
Pero las RNA polimerasas de archaea, como las RNA polimerasas nu- 
cleares eucariontes, tienen del orden de una docena de subunidades. 
Archaea también tiene factores de transcripción relacionados, que se 
describen más adelante, compatibles con sus relaciones evolutivas más 
cercanas a los eucariontes que a las eubacterias (Fig. 1-1a). 


La subunidad más grande en la RNA polimerasa ll 


tiene una repetición carboxilo terminal esencial 


El extremo carboxilo de la subunidad más grande de la RNA poli- 
merasa II (RPB1) contiene un segmento de siete aminoácidos que se 
repite en forma casi precisa múltiples veces. Ni la RNA polimerasa 1 
ni la III contienen estas unidades repetitivas. Esta repetición de hep- 
tapéptido, con una secuencia consenso de Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro- 
Ser, se conoce como el dominio carboxilo terminal (CTD, carboxyl- 
terminal domain) (Fig. 7-10b, que se extiende desde la flecha roja). 
La RNA polimerasa II de la levadura contiene 26 o más repeticiones, 
las enzimas de los vertebrados tienen 52 repeticiones y un número 
intermedio de repeticiones se producen en la RNA polimerasa II de 
casi todos los otros eucariontes. El CTD es crucial para la viabilidad 
y al menos 10 copias de la repetición deben estar presentes para que 
la levadura sobreviva. 

Los experimentos in vitro con promotores modelo primero de- 
mostraron que las moléculas de RNA polimerasa 11 que inician la 
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FIGURA 7-12 El dominio abrazadera de RPBI. Las estructuras de la RNA la formación del enlace fosfodiéster se muestra en verde. Pared es el dominio 
polimerasa ll (a) libre y (b) transcribiendo diferen principalmente en la posición de RPB2 que fuerza al DNA molde a entrar a las fauces de la polimerasa para 
de un dominio abrazadera en RPB1 (anaranjado), que se balancea sobre la curvarlo antes de que abandone la polimerasa. El puente de hélice (í que se 
hendidura entre las fauces de la polimerasa durante la formación del complejo muestra en verde se extiende a través de la hendidura en la polimerasa (véase 
de transcripción, y atrapa la hebra molde de DNA y el transcripto. La unión del Fia. 7 10b) y se postula que se dobla y se estira a medida que la polimerasa se 
dominio abrazadera al híbrido de DNA de 8-9 pares de bases puede ayudar al traslada una base hacia abajo de la hebra molde. Se piensa que la hebra no 
cierre del par de abrazaderas en el que participa RNA, y estabiliza el complejo molde forma una región simple hebra flexible por encima de la hendidura (no 
de elongación. En este modelo de un complejo de elongación, el RNA se se muestra) que se extiende a partir de tres bases corriente abajo del aparea- 
miento de bases molde hasta la base 3” del RNA en crecimiento y extiende 


muestra en rojo, la hebra de DNA molde en azul oscuro y la hebra de DNA no 
molde corriente abajo en turquesa. (c) La abrazadera se cierra sobre el DNA 
entrante corriente abajo. Este modelo se muestra con porciones de RBP2 

que forman un lado de la hendidura eliminada, de manera tal que los ácidos 
nucleicos se puedan visualizar mejor. El ion Mg+** que participa en la catálisis de 


la hebra molde a medida que sale de la polimerasa, donde se hibrida con la 
hebra molde para generar la burbuja de transcripción. [Adaptado de A. L. Gnatt y cols 


2001, Science 292:1876] 


durante la transcripción in vivo. Las grandes “amplificaciones” cromo- 
sómicas inducidas en este momento del desarrollo son regiones donde 
el genoma se está transcribiendo en forma activa. La tinción con anti- 
cuerpos específicos para el CTD fosforilado o desfosforilado demostró 
que la RNA polimerasa II asociada con las regiones amplificadas con 
alta tasa de transcripción contienen un CTD fosforilado (Fig. 7-13). 


transcripción tienen un CTD no fosforilado. Una vez que la polimerasa 
inicia la transcripción y comienza a moverse alejándose del promo- 
tor, se fosforilan muchos de los residuos serina y algunos tirosina en el 
CTD. El análisis de los cromosomas politénicos a partir de las glándulas 
salivales de Drosophila preparadas justo antes de la muda de la larva, un 
tiempo de transcripción activa, indica que el CTD también se fosforila 


FIGURA EXPERIMENTAL 7-13 La tinción con anticuerpos demuestra 
que el dominio carboxilo terminal (CTD) de la RNA polimerasa |! es 
fosforilado durante la transcripción in vivo. Los cromosomas politénicos 
de glándulas salivales se prepararon a partir de larvas de Drosophila justo antes 
de la muda. La preparación se trató con un anticuerpo de conejo específico 
para el CTD fosforilado y con anticuerpo de cabra específico para CTD no fosfo- 
rilado La preparación luego se tiñó con un anticuerpo anticabra marcado COn 
fluoresceína (verde) y con un anticuerpo anticonejo marcado con rodamina 
(rojo). Así, las moléculas de polimerasa con un CTD no fosforilado se tiñen de 
verde y aquellas con un CTD fosforilado se tiñen de rojo. La hormona de muda 
ecdisona induce tasas de transcripción muy altas en las regiones engrosadas 

O abultadas marcadas como 74FF y 75B; nótese que solo está presente en 
estas regiones CTD fosforilado. También son visibles regiones abultados más 
pequeñas transcriptas a altas tasas, También se indican los sitios no abultado 
que se tiñen de rojo (flecha hacia arriba) o verde (flecha horizontal), como lo 
es un sitio que se tiñe tanto de rojo como de verde, produciendo un color 
amarillo (fecha hacia abajo). [De 1.f weeks y cols, 1993, Genes Dev 7:2329, cortesia de 1. 


Weeks y A L Greenleaf] 
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CONCE: “¿E die la Sección 7.2 


Panorama general del control génico eucarionte 


« El principal propósito del control génico en los organismos multice- 
lulares es la ejecución de decisiones precisas del desarrollo de manera 
tal que los genes adecuados se expresen en las células correctas durante 
el desarrollo embriológico y la diferenciación celular. 


* El control de la transcripción es el principal medio de regulación de la 
expresión génica, tanto en los eucariontes como en las bacterias 


* En los genomas eucariontes, los elementos de control de la transcrip- 
ción del DNA se pueden localizar a muchas kilobases de distancia del 
promotor que ellos regulan. Diferentes regiones de control pueden 
controlar la transcripción del mismo gen en diferentes tipos de células. 


* Los eucariontes contienen tres tipos de RNA polimerasas nucleares. 
Las tres contienen dos subunidades centrales grandes y tres más peque- 
ñas con homología a las subunidades $”, B, a y w de la RNA polime- 
rasa de E. coli, así como de diversas subunidades adicionales pequeñas 
(véase la Fig. 7-11). 


* La RNA polimerasa 1 sintetiza solo pre-rRNA. La RNA polimerasa II 
sintetiza los mRNA, algunos de los RNA pequeños nucleares que par- 
ticipan en el proceso de corte y empalme del mRNA, los micro-RNA 
(miRNA) que regulan la traducción de los mRNA complementarios, y 
los RNA de interferencia pequeños (siRNA) que regulan la estabilidad 
de los mRNA complementarios. La RNA polimerasa III sintetiza los 
tRNA, los rTRNA 5S y varios otros RNA estables, relativamente cortos 
(véase el Cuadro 7-2). 


* El dominio carboxilo terminal (CTD) en la subunidad más grande 
de la RNA polimerasa II se fosforila durante la iniciación de la trans- 
cripción y permanece fosforilada a medida que la enzima transcribe el 
molde. 


7.3 Promotores y factores de transcripción 
generales de la RNA polimerasa ll 


Los mecanismos que regulan la iniciación y la elongación de la trans- 
cripción por parte de la RNA polimerasa II se han estudiado extensa- 


mente, debido a que ésta es la polimerasa que transcribe los mRNA. 


La iniciación y la elongación de la transcripción mediante la RNA 


polimerasa 11 son los procesos bioquímicos iniciales necesarios para 
la expresión de los genes que codifican proteínas qe9n los pasos de la 
expresión génica que se regulan con más UECOSiada par y determinar 
cuándo y en cuáles células se sintetizan pencinas específicas. Como 
se mencionó en la sección anterior, la Ra. de genes que codifi- 
can proteínas eucariontes está regulada po? múltiples secuencias de 
DNA que unen proteínas, las cuales genéricamente se conocen como 
regiones de control de la transcripción. Éstas ICON protones 
que determinan dónde comienza la transcripción del molde de DNA, 
y otros tipos de elementos de control localizados cerca de los sitios 
de inicio de la transcripción así como secuencias localizadas lejos de 
los genes que regulan, que controlan el tipo de célula en la dans el 
gen se transcribe y con qué frecuencia se transcribe. En esta sección, 
daremos un vistazo a las propiedades de varios elementos de control 
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que se encuentran en los genes que codifican proteína y en algunas 


técnicas usadas para identificarlos. 


La RNA polimerasa ll inicia la transcripción 
en las secuencias de DNA correspondientes 
a la caperuza 5' de los mRNA 


En los experimentos de transcripción in vitro usando RNA polimera- 
sa II purificada se preparó un extracto de proteínas de los núcleos de 
células cultivadas, y los moldes de DNA que contienen secuencias que 
codifican los extremos 5'de los mRNA de una cierta cantidad de genes 
expresados abundantemente revelaron que los transcriptos produci- 
dos siempre contenían una estructura de caperuza en sus extremos 3 
idéntica con la presente en el extremos 5'de los mRNA ya procesados 
expresados a partir del gen (véase la Fig. 4-14). En estos experimentos, 
la caperuza 5'se añadió al extremo 5” del RNA naciente mediante enzi- 
mas en el extracto nuclear, que solo podían añadir una caperuza a un 
RNA que tiene un 5' trifosfato o difosfosfato. Debido a que el extremo 
5' generado por la escisión de un RNA más largo podría tener un 5'mo- 
nofosfato, a éste no se le podría añadir una caperuza. En consecuencia, 
los investigadores concluyeron que los nucleótidos con caperuza ge- 

nerados en las reacciones de transcripción in vitro deben haber sido 

los nucleótidos con los cuales se inició la transcripción. El análisis de 

secuencias reveló que, para un gen dado, la secuencia en el extremo 5” 

de los transcriptos de RNA producidos in vitro es la misma que en el 

extremo 5de los mRNA aislados a partir de las células, lo que confirma 

que los nucleótidos con caperuza de los mRNA eucariontes coinciden 

con el sitio de inicio de la transcripción. En la actualidad, el sitio de 

inicio de la transcripción para un mRNA recientemente caracteriza- 

do en general se determina simplemente mediante la identificación de 

la secuencia de DNA que codifica los nucleótidos con caperuza 5” del 

mRNA codificado. 


La caja TATA, los iniciadores y las islas CpG 
funcionan como promotores en el DNA eucarionte 


Diversas secuencias de DNA diferentes pueden funcionar como pro- 
motores para la RNA polimerasa II y dirigen la polimerasa hacia donde 
debe iniciar la transcripción de un RNA complementario a la hebra 
molde de un DNA doble hebra. Éstas incluyen cajas TATA, iniciadores 
e islas CpG. 


Cajas TATA Los primeros genes en ser secuenciados y estudiados por 
medio de sistemas de transcripción in vitro fueron los genes virales y 
los genes celulares que codifican proteína que son muy activos desde 
el punto de vista transcripcional, ya sea en momentos particulares del 
ciclo celular o en tipos celulares diferenciados específicos. En todos 
estos genes con alta tasa de transcripción, una secuencia conservada 
llamada caja TATA se encontró a = 26-31 pares de bases corriente 
arriba del sitio de inicio de la transcripción (Fig. 7-14). Los estudios 
de mutagénesis demostraron que el cambio de una sola base en esta 
secuencia nucleotídica disminuye drásticamente la transcripción in 
vitro por parte de la RNA polimerasa 11 de los genes adyacentes a una 
caja TATA. Si se elimina el apareamiento de bases entre la caja TATA 
y el sitio de inicio de la transcripción normal, la transcripción del 
molde alterado, acortado comienza en un sitio nuevo = 25 pares de 
bases corriente abajo de la caja TATA. En consecuencia, la caja TATA 
actúa de modo similar a un promotor de E. coli en lo que se refiere a 
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FIGURA 7-14 Elementos promotores centrales de los promotores sin is- 
las CpG en los metazoos. Se muestra la secuencia de la hebra con el extremo 
5'a la izquierda y el extremo 3' a la derecha. Las bases observadas con mayor 
frecuencia en los promotores con caja TATA se muestran en letra más grande. 
Atl es la base en la cual comienza la transcripción, Y es una pirimidina (Co T), 
N es cualquiera de las cuatro bases. [Adaptado de 5. T. Smale y J. T. Kadonaga, 2003, Ann, Rev 
Biochemn. 72:449.] 


posicionar la RNA polimerasa II para la iniciación de la transcripción 
(véase la Fig. 4-12). 


Secuencias iniciadoras En lugar de una caja TATA, algunos genes eu- 
cariontes contienen un elemento promotor alternativo denominado 
un iniciador. La mayoría de los elementos iniciadores naturales tienen 
una citosina (C) en la posición —1 y un residuo adenina (A) en el sitio 
de inicio de la transcripción (+1). La mutagénesis dirigida de los genes 
de mamífero con un promotor que contiene un iniciador reveló que la 
secuencia nucleotídica inmediatamente alrededor del sitio de inicio de- 
termina la fuerza de tales promotores. A diferencia de las secuencias de 
caja TATA conservada, sin embargo, solo se ha definido una secuencia 
iniciadora extremadamente degenerada: 


(5) Y-Y-A*!-N-T/A-Y-Y-Y (3") 


donde A*! es la base en la cual se inicia la transcripción, Y es una piri- 
midina (C o T), N es cualquiera de las cuatro bases y T/A es To A en 
la posición +3. Como se verá después de describir los factores de trans- 
cripción generales necesarios para la iniciación por parte de la RNA 
polimerasa II, otras secuencias de DNA específicas designadas BRE y 
DPE pueden ser unidas por estas proteínas e influenciar en la fuerza 
del promotor (Fig. 7-14). 


Islas CpG La transcripción de genes con promotores que contienen 
una caja TATA o elemento iniciador comienza en un sitio de iniciación 
bien definido. Sin embargo, la transcripción de la mayoría de los genes 
que codifican proteína en mamíferos (= 60-70%) se produce a una tasa 
más baja que la caja TATA y los promotores que contienen iniciado- 
res, y comienza en sitios de inicio alternativos dentro de regiones de 
= 100-1 000 pares de bases que tienen una inusual alta frecuencia de 
secuencias CG. Tales genes suelen codificar proteínas que no son nece- 
sarias en grandes cantidades (p. ej., enzimas involucradas en procesos 
metabólicos básicos necesarios en todas las células, a menudo llamados 
“genes de mantenimiento”). Estas regiones promotoras se denominan 
islas CpG (donde “p” representa el fosfato entre los nucleótidos C y G) 
debido a que se presentan en raras ocasiones en la secuencia genómica 
de los mamíferos. 
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a mayoría de las C seguidas por una G que no 
as con promotores con islas CpG están metiladas en la 
posición 5 del anillo de pirimidina (5-metil C, pepresentado como CMe, 
2-17). Las secuencias CG se cree que están Subrrepresen 
tadas en los genomas de mamíferos caos E: la a es- 
pontánea de la 5-metil C genera timidina. En la e. r e tiempo evo. 
lutivo de los mamíferos, se cree que esto ha lleva o a la conversión de 
de las CG en TG mediante mecanismos de reparación qe] 
DNA. En consecuencia, la frecuencia de EG en el genoma humano es 
solo del 21% de la frecuencia esperada si las C estuviesen seguidas de 
forma aleatoria por una G. Sin embargo, las C en los promotores con 
islas CpG están desmetiladas. Por lo tanto, cuando se desaminan e 
pontáneamente, se convierten en U, una base que es reconoció por las 
enzimas de reparación del DNA que la vuelven a convertir en una €, 
Como resultado, la frecuencia de secuencias CG en promotores cOn is- 
las CpG está cercana a la esperada si C estuviese seguida por cualquiera 
de los otros tres nucleótidos aleatoriamente. 

Las secuencias ricas en CG están unidas por octámeros de histona 
más débilmente que las secuencias deficientes en CG debido a que se 
necesita más energía para curvarlas en bucles de diámetro pequeño ne- 
cesarios para envolverse alrededor del octámero de histonas para for- 
mar un nucleosoma (Fig. 6-29). En consecuencia, las islas CpG coin- 
ciden con las regiones del DNA libres de nucleosomas. Queda mucho 
por aprender acerca de los mecanismos moleculares que controlan la 
transcripción a partir de promotores islas CpG, pero una hipótesis ac- 
tual es que los factores de transcripción generales que se analizan en 
la siguiente sección se pueden unir a ellas porque las islas CpG están 
excluidas de los nucleosomas. 


En los mamíferos, | 


están asociad 


véase la Fig. 


la mayoría 


La transcripción divergente a partir de los promotores con islas 
CpG Otra característica notable de las islas CpG es que la transcrip- 
ción se inicia en ambas direcciones, incluso a pesar de que solo la 
transcripción de la hebra codificante produce un mRNA. Mediante 
un mecanismo que todavía espera ser elucidado, la mayoría de las 
moléculas de RNA polimerasa II transcriben en la dirección “in- 
correcta”, es decir, transcriben la hebra no codificante, se detiene 0 
termina = 1 kb a partir del sitio de inicio de la transcripción. Esto 
se descubrió al tener en cuenta la estabilidad del complejo de elon- 
gación, presumiblemente conferido por el dominio abrazadera de la 
RNA polimerasa II cuando el híbrido RNA-DNA se une cerca del sitio 
activo (Fig. 7-12b, c). 

Se aislaron núcleos de células humanas cultivadas y se incuba- 
ron en una solución amortiguadora conteniendo una concentra- 
ción salina y de detergente suave que elimina las RNA polimerasa, 
excepto aquellas en el proceso de elongación debido a su asociación 
estable con el DNA molde. Luego, se añadieron los nucleótidos tri- 
fosfatos con UTP sustituidos por bromo-UTP que contenían ura” 
cilo con un átomo de Br en la posición 5 en el anillo de pirimidina 
(Fig. 2-17). Los núcleos luego fueron incubados a 37 *C lo suficiente 
como para que = 100 nucleótidos sean polimerizados por las molé- 
culas de RNA polimerasa Il (Pol II) que estuvieron en el proceso de 
elongación de la transcripción en el momento en que se aislaron los 
núcleos. Después se aisló el RNA y el RNA conteniendo bromo-U 
se inmunoprecipitó con anticuerpos específicos para RNA marcado 
con bromo-U. Luego se secuenciaron 33 nucleótidos en los ext'*” 
mos 5” de los RNA mediante secuenciación masiva en paralelo de 


DNA de los transcriptos inversos y las secuencias se mapearon en £ 
genoma humano. 


100 : A 


Secuencia leída por kilobase 


Distancia relativa al SIT (kb) 


FIGURA EXPERIMENTAL 7-15 Análisis de las moléculas de RNA polime- 
rasa Il en elongación en fibroblastos humanos. Se aislaron núcleos de 
fibroblastos cultivados y se cultivaron en una sustancia amortiguadora con 

un detergente no iónico que evita que la RNA polimerasa ll inicie la transcrip- 
ción. Los núcleos tratados se incubaron con ATP, CTP. GTP y Br-UTP durante 5 
minutos a 30%C, un tiempo suficiente como para incorporar = 100 nucleótidos. 
Luego se aisló el RNA y se lo fragmentó en = 100 nucleótidos por incubación 
controlada a pH alto. Oligonucleótidos de RNA específicos se ligaron a los 
extremos 5” y 3" de los fragmentos de RNA, que luego fueron sometidos a 
transcripción inversa. El DNA resultante se amplificó mediante reacción en 
cadena de la polimerasa y se lo sometió a secuenciación masiva en paralelo 
de DNA. Las secuencias determinadas se alinearon con los sitios de inicio de 

la transcripción (SIT) de todos los genes humanos conocidos y se representó 
el número de secuencias leídas por kilobase de DNA secuenciado total para 
intervalos de 10 pares de bases de transcriptos positivos o con sentido (rojo) y 
para transcriptos antisentido (azul). Para más detalles, véase el texto. [DeL J Core. 
J. J. Waterfall y JT Lis, 2008, Science 322:1845.] 


La Figura 7-15 muestra un gráfico del número de secuencias leí- 
das por kilobase de RNA total marcado con Br-U en relación con los 
principales sitios de inicio de la transcripción (SIT) de todos los genes 
humanos que codifican proteínas que se conocen en la actualidad. Los 
resultados demuestran que aproximadamente la misma cantidad de 
moléculas de RNA polimerasa transcriben la mayoría de los promoto- 
res (principalmente promotores con islas CpG) en ambos sentidos de 
dirección (rojo, representado por arriba para indicar la transcripción 
en el sentido habitual) y la dirección antisentido (azul, representada 
hacia abajo para representar la transcripción en la dirección opuesta, 
antisentido). Se observó un pico del transcripto positivo (sentido) a 
=+50 en relación con el principal sitio de inicio de la transcripción 
(SIT), lo cual indica que la Pol II realiza una pausa en la región entre 
+50 y +250 antes de continuar con la elongación. También se observó 
un pico entre -250 y —500 en relación con el principal sitio de inicio 
de la transcripción de Pol II en la dirección antisentido, lo cual reve- 
la que la molécula de RNA polimerasa II realiza una pausa en el otro 
extremo de las regiones libres de nucleosomas en los promotores con 
islas CpG. Ténganse en cuenta que la cantidad de secuencias que se 
lee, y por lo tanto el número de polimerasas que elongan, es Hear 
para las polimerasas que transcriben en la dirección antisentido más 
allá de 1 kb del sitio de inicio de la transcripción, en comparación con 
las polimerasas que transcriben más allá de 1 kb del sitio de inicio en la 
dirección codificante o positiva. El o los mecanismos moleculares que 
explican esta diferencia es un área de investigación activa en la actua- 
lidad. Nótese que también se observó un número bajo de secuencias 
leídas al transcribir en la dirección “incorrecta” corriente arriba de los 


principales sitios de inicio de la transcripción (las secuencias rojas se 
leen hacia la izquierda de O y las secuencias azules se leen hacia la de- 
recha de 0), lo cual indica que existe un nivel bajo de transcripción a 
partir de sitios aparentemente al azar a lo largo de todo el JE Es- 
tos descubrimientos recientes de la transcripción divergente a partir de 
promotores con islas CpG y el nivel bajo de transcripción de la mayoría 
de los genomas eucariontes han sido una gran sorpresa para la mayoría 


de los investigadores. 


Inmunoprecipitación de la cromatina La técnica de inmunoprecipi- 
tación de la cromatina esquematizada en la Figura 7-162 proparaDa 
información adicional que apoya la evidencia de transcripción diver- 
gente a partir de promotores con islas CpG en los mamíferos. Los datos 
de estos análsis se indican como el número de veces que una secuencia 
específica de esta región del genoma fue identificada por millón de se- 
cuencias totales analizadas (Fig. 7-16b). A los genes que se transcribie- 
ron de forma divergente, como el gen Hsd17b12 que codifica una enzi- 
ma involucrada en el metabolismo intermediario, se les detectaron dos 
picos de DNA inmunoprecipitado, correspondientes a la Pol II trans- 
cribiendo en las direcciones de sentido y antisentido. Sin embargo, Pol 
II sólo se detectó > 1 kb a partir del sitio de inicio en la dirección de 
sentido. El número de secuencias contadas por millón en esta región 

del genoma fue muy bajo porque el gen se transcribió en una frecuen- 

cia baja. Sin embargo, el número de secuencias contadas por millón 

en las regiones de comienzo para ambos sentidos de transcripción fue 

mucho más alto, lo que refleja el hecho de que las moléculas Pol II 

habían iniciado la transcripción en ambas direcciones respecto de este 

promotor, pero se interrumpieron antes de transcribir > 500 pares de 

bases desde el sitio de iniciación en cada dirección. En contraste, el gen 

Rpl6 que transcribe una proteína de subunidad ribosómica grande que 

fue abundantemente transcrita en estas células fue transcrito casi en 

exclusividad en la dirección de sentido. El número de secuencias con- 

tadas por millón > 1 kb corriente abajo a partir del sitio de inicio de 

la transcripción fue mucho más elevado, lo cual refleja la alta tasa de 

transcripción de este gen. 

Los RNA asociados con el sitio de inicio de la transcripción (RNA 
aSIT, cabezas de flechas roja y azul en la parte inferior de la Fig. 7-16b) 
representan secuencias de RNA cortos aislados a partir de estas células, 
que se cree que son el resultado de la degradación de los RNA nacien- 
tes liberados a partir de las moléculas Pol II que realizaron una pausa 
que terminan. Nótese que ellos incluyen los transcriptos sentido (fle- 
cha azul) y antisentido (flecha roja) de los genes que se transcribieron 
de forma divergente, mientras que solo se encontró RNA aSIT senti- 
do para los genes que se transcribieron de manera unidireccional. La 
observación de estos RNA aSIT a partir de promotores con islas CpG 


avala aún más la conclusión de que ellos se transcriben en ambas di- 
recciones. 


Los factores de transcripción generales posicionan 


la RNA polimerasa ll en los sitios de inicio y asisten 
en la iniciación 


La iniciación por parte de la RNA polimerasa 11 requiere diversos fac- 
tores de iniciación. Estos factores de iniciación posicionan la molécula 
de Pol II en los sitios de inicio de la transcripción y ayudan a separar 
las hebras de DNA de manera tal que la hebra molde puede entrar en 
el sitio activo de la enzima. Estos se denominan factores de transcripción 
generales debido a que son necesarios en la mayoría, si no en todos, los 
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FIGURA EXPERIMENTAL 7-16 Técnica de inmunoprecipitacion de 

la cromatina. (a) Paso fl células o tejidos cultivados vivos se incuban en 
formaldheído al 1% para entrecruzar covalentemente la proteína al DNA y las 
proteínas entre sí. Paso El: luego, la preparación es sometida a sonicación para 
solubilizar y cortar la cromatina en fragmentos de 200 a 500 pares de bases 
de DNA. Paso EX se añade un anticuerpo contra una proteína de interés, aquí 
la RNA polimerasa ll, y el DNA unido covalentemente a la proteína de interés 
se inmunoprecipita. Paso EX luego se revierte el entrecruzamiento covalente y 
se aísla el DNA. El DNA aislado se puede analizar por reacción en cadena de la 
polimerasa con cebadores para una secuencia de interés. Alternativamente, el 
DNA recuperado total puede ser amplificado, marcado mediante la incorpo- 
ración de un nucleótido marcado en forma fluorescente e hibridado a una 
micromatriz (Fig. 5-29) o se lo puede someter a una secuenciación masiva en 


promotores transcritos por la RNA polimerasa II. Estas proteínas se 
designan TFIIA, TFIIB, etc., y la mayoría son proteínas multiméricas. 
La más grande es TFIID, que consiste en una única proteína de unión 
a caja TATA (TBP, TATA box binding protein) de 38 kDa y 13 factores 
asociados con TBP (TAR, TBP-associated factors). Los factores de trans- 
cripción generales con actividades similares y secuencias homólogas se 
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paralelo de DNA. (b) Se muestran los resultados de la secuenciación de DNA de 
la cromatina a partir de células madre embrionarias murinas inmunoprecipita- 
das con anticuerpo contra la RNA polimerasa Il, para un gen que se transcribe 
en forma divergente (izquierda) y un gen que se transcribe solo en la dirección 
positiva (derecha). Los datos se representan como el número de veces que 

se observó una secuencia de DNA en un intervalo de 50 pares de bases por 
millón de pares de bases secuenciados. La región que codifica el extremo 5' 
del gen se muestra en la parte inferior, con exones que se presentan como ret- 
tángulos e intrones como líneas. Los RNA SiTa (puntas de flechas rojas y azules) 
representan los RNA de =20-50 nucleótidos que fueron aislados de las mismas 
células. Azul indica a los RNA Que se transcriben en la dirección positiva o de 


senti ¡ ic: : 
do, y rojo indica a los RNA que se transcriben en la dirección antisentido. 
[Parte (a), véase A Hecht y M Grunstein 


1999, Methods Enzymol 304:390 ) e PB. Rahl 
y cols, 2010, Cel 1412432] y mol. 304:399. Parte (b) adaptado d 


encuentran en todos los eucariontes. El complejo de Pol II y sus fac- 
buses de transcripción generales unidos a un promotor y listos par 
iniciar la transcripción se denomina un complejo de preiniciacion. La 
Figura 7-17 resume los pasos del ensamblaje del complejo de preinicia- 
ción de la transcripción de Pol II in vitro sobre un promotor que con” 
tiene una caja TATA. En los estudios que revelaron el orden del facto! 


ga ARCHIVOS DE AUDIO (INGLES): Ensamblaje del complejo preiniciación de la Pol ll 


FIGURA 7-17 Ensamblaje in vitro del complejo de preiniciación de la Caja TATA 
RNA polimerasa Il. Los factores de transcripción generales indicados y la 
RNA polimerasa Il (Pol II) purificada se unen de manera secuencial al DNA caja 
TATA para tormar un complejo de preiniciación. Luego, la hidrólisis de ATP 
proporciona energía para desenrollar el DNA en el sitio de inicio mediante 
una subunidad TFIIH. A medida que Pol Il inicia la transcripción en el complejo 
abierto resultante, la polimerasa se mueve alejándose del promotor y su CTD 
se fosforila. In vitro, los factores de transcripción generales (excepto TBP) se 
disocian del complejo promotor-TBP pero no se conoce aún Qué factores e 
TFIIB o Lo, 


permanecen asociados con las regiones promotoras a continuación de cada 


ronda de iniciación de la transcripción in vivo. SS, 
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de transcripción general se usó la subunidad TBP de TFIID en lugar del j 
complejo TFIID intacto y la RNA polimerasa 11 ensamblada debido a 
que puede ser expresada a una alta concentración en E. coli y purificada CTD 


rápidamente, mientras que TFIID intacto es difícil de purificar a partir 
de células eucariontes. 

La TBP es la primera proteína en unirse al promotor con caja 
TATA. Todas las TBP eucariontes analizadas tienen dominios C-termi- 
nales similares de 180 residuos. Este dominio de TBP se pliega en una 
estructura con forma de silla de montar; las dos mitades de la molécula 
presentan una simetría pareja global pero no son idénticas. La TBP in- 
teractúa con el surco menor en el DNA, doblando la hélice considera- 
blemente (véase la Fig. 4-5). La superficie de unión al DNA de la TBP es 
conservada en todos los eucariontes, lo que explica la alta conservación 
del elemento promotor con caja TATA (véase la Fig. 7-14). 

Una vez que la TBP se ha unido a la caja TATA, se une TFIIB. 
Este factor es una proteína monomérica, ligeramente más pequeña 
que TBP. El dominio C-terminal de TFIIB hace contacto tanto con la 
TBP como con el DNA sobre ambos lados de la caja TATA. Durante la 
iniciación de la transcripción, su dominio N-terminal se inserta en el 
canal de salida del RNA de la RNA polimerasa II (véase la Fig. 7-1 0). 
El dominio N-terminal de TFIIB asiste a Pol II en la separación de las 
hebras de DNA en el sitio de inicio de la transcripción e interactúa 
con la hebra molde cerca del sitio activo de Pol II. A continuación 
de la unión de TEIIB, se une un complejo preformado de TFIIF (un 
heterodímero de dos subunidades diferentes en mamíferos) y Pol Il, 
posicionando la polimerasa sobre el sitio de inicio. Se deben unir dos 
factores de transcripción generales más antes que el dúplex de DNA 
se pueda separar para exponer la hebra molde. El primero en unirse 
es el TFIE tetramérico que compren ' 
subunidades diferentes. TFIIE crea un sitio de anclaje para TEINH, 
otro factor multimérico que contiene 10 subunidades diferentes. La 
unión de TFIIH completa el ensamblaje del complejo de premicias RNA 
cion de la transcripción in vitro (Fig. 7-17). La Figura ye EN EAST naciente 
un modelo actual para la estructura del complejo de preiniciación. 

La actividad helicasa de una de las subunidades TFIIH usa ener- 


Liberación de los 


gía de la hidrólisis de ATP para ayudar a desenrollar el dúplex de DNA factores generales, 
en el sitio de inicio, permitiendo a la Pol IU formar un complejo a excepto TBP 

to en el cual el dúplex que rodea el sitio de inicio está al a 

hebra molde está unida al sitio activo de la polimerasa. La Figura 7-19 o O 
muestra modelos moleculares basados en cristalografía de rayos X del 
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62) VIDEO: Modelo 3D de un complejo de preiniciación de una RNA polimerasa ! 


FIGURA 7-18 Modelo para la estructura de un complejo de 
preiniciación de la RNA polimerasa ll. Se muestra un modelo espacial 

de la RNA polimerasa ll de levadura con la dirección de transcripción hacia 

la derecha. La hebra molde de DNA se muestra en azul y la hebra no molde 
en turquesa. El sitio de inicio de la transcripción se muestra como un modelo 
espacial de par de bases turquesa y azul. TBP y TFIIB se muestran como huellas 
de gusano púrpura y roja del armazón polipeptídico. No se han determinado 
las estructuras de alta resolución de TFINE, F y H. Sus posiciones aproximadas 
que se encuentran en el DNA en el complejo de preiniciación se muestran 
mediante elipses para TFIIE (verde), TFINF (violeta) y TFIIH (celeste). (Adaptado de G 


Miller y S. Hahn, 2006, Nar Struct Brol 13:603.] 


con el DNA promotor antes de que las hebras cerca del sitio de inicio 
de la transcripción se separen (complejo cerrado, Fig. 7-19a) y des- 
pués de que las hebras se separan y la hebra molde entra en el com- 
plejo Pol 11-TFIB, lo que coloca el sitio de inicio de la transcripción 
(+1) en el sitio activo (complejo abierto, Fig. 7-19b). Un ion Mg?* 
unido en el sitio activo de la Pol II asiste en la catálisis de la síntesis 
del enlace fosfodiéster. Si todos los ribonucleósidos trifosfatos están 
presentes, Pol II comienza a transcribir la hebra molde. 

A medida que la polimerasa transcribe alejándose de la región pro- 
motora, el dominio N-terminal del TFIIB se libera del canal de salida del 
RNA a medida que el extremo 5” del RNA naciente entra en él. Una subu- 
nidad de TFIIH fosforila el CTD de la Pol II múltiples veces en la serina 5 


(a) Complejo cerrado 
TBP 


Punto de apertura del DNA 


A 


DNA corriente 
abajo 


FIGURA 7-19 Modelos para los complejos cerrado y abierto del 

DNA promotor que forman complejo con TBP, TFIIB y Pol Il sobre la 
base de la cristalografía de rayos X. Pol ll se muestra en color tostado, 
TBP en púrpura, TFIIB en rojo, la hebra de DNA molde en azul y la hebra 

de DNA no molde en turquesa. La base que codifica el sitio de inicio de la 
transcripción (+1) se muestra como modelo espacial. La región conectora B 
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(subrayada) de la repetición Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser que compren- 
de el CTD. Como se analizará en el Capítulo 8, el CTD que es fosforilado 
múltiples veces en la serina 5 es un sitio de atracción para las enzimas que 
forman la estructura de la caperuza (Fig. 4-14) en el extremo 5” de los 


(b) Complejo abierto 


20 
1 Be 
€ 


IN 


A Conector B 


<A e 


DNA molde en A: 


My 
4 


( 


de TFIIB interactúa con DNA en el complejo cerrado (a), donde las hebras 50N 
separadas inicialmente (punto de apertura del DNA). Elion Mg?* en el sitio 
activo se muestra corno una esfera verde. La hebra no molde de la burbuja 

de transcripción en el complejo abierto (b) no se visualiza en las estructuras 
de cristal de los modelos del complejo abierto debido a sus conformaciones 
alternativas en diferentes complejos. ¡Adaptado de D. Kostrewa y cols, 2009, Nature 467:32- 


RNA transcriptos por la RNA polimerasa II. En el ensayo de transcrip- 
ción in vitro mínimo que contiene solo estos factores de transcripción 
generales y RNA polimerasa 11 purificada, la TBP permanece unida a la 
caja TATA a medida que la polimerasa transcribe alejándose de la región 
promotora, pero los otros factores de transcripción generales se disoci 


an. 
e Notablemente, las primeras subunidades del TEIH en ser clona- 
MA das a partir de los seres humanos fueron identificadas debido a 
mutaciones en ellas que causan defectos en la reparación del DNA da- 
ñado. En los individuos normales, cuando una RNA polimerasa que 
está transcribiendo se atasca en una región de DNA molde dañado, un 
subcomplejo compuesto de varias subunidades de TFIIH, incluida la 
subunidad helicasa mencionada anteriormente, reconoce la polimera- 
sa atascada y luego se asocia con otras proteínas que funcionan con el 
TFIIH en la reparación de la región de DNA dañada. En los pacientes 
con formas mutantes de estas subunidades TFIIH, tales reparaciones 
del DNA dañado en los genes activos transcripcionalmente son defec- 
tuosas. En consecuencia, los individuos afectados tienen extrema sensi- 
bilidad cutánea a la luz solar (una causa común de daño al DNA es la 
luz ultravioleta) y muestran una incidencia elevada de cáncer. En con- 
secuencia, estas subunidades de TFIIH tienen dos funciones en la célu- 
la, una en el proceso de iniciación de la transcripción y una segunda 
función en la reparación del DNA. Según la gravedad del defecto en la 
función de TFIIH, estos individuos pueden sufrir enfermedades como 
xerodermia pigmentosa y síndrome de Cockayne (Cap. 24). 


La iniciación de la transcripción in vivo por la RNA 
polimerasa Il requiere proteínas adicionales 


Aunque los factores de transcripción generales analizados anterior- 
mente permiten que la RNA polimerasa inicie la transcripción in vitro, 
otro factor de la transcripción, TFIIA, es necesario para la iniciación 
de la Pol II in vivo. TFIIA purificado forma un complejo con TBP y 
el DNA de la caja TATA. La cristalografía de rayos X de este complejo 
muestra que TFIIA interactúa con el lado de la TBP que está corrien- 
te arriba de la dirección de transcripción sobre los promotores que 
contienen una caja TATA. En los metazoos (animales multicelulares), 
TFIIA y TFID, con sus múltiples subunidades TAF, se unen primero 
al DNA de la caja TATA y luego los otros factores de transcripción ge- 
nerales se unen subsiguientemente como se indica en la Figura 7-17. 
Las subunidades TAF del TFIID actúan en la iniciación de la trans- 
cripción a partir de promotores que carecen de caja TALA. Por ejemplo, 
algunas subunidades TAF contactan el elemento iniciador en promo- 


tores donde ocurre, lo que probablemente explica cómo tales secuen- 


¡ j ¡ TAF adicionales 
cias pueden reemplazar una caja TATA. Subunidades 
; : encia consenso A/G-G-A/T-C/T- 


de TFID pueden unirse a una secu n 
G/A/C centrada a =30 pares de bases corriente abajo a partir del sitio 


de inicio de la transcripción de muchos genes que AN de promotor 
con caja TATA. Debido a su posición, esta secuencia reguladora es lla- 
mada elemento promotor corriente abajo (DPE, An Poma 
element) (Fig. 7-14). El DPE facilita la transcripción de los a _ 
caja TATA (TATA-less) que lo contienen mediante un incremento de la 
unión a TFIID. Además, una hélice Q: de TFIIB se une al pi mayor 
del DNA corriente arriba de la caja TATA (véase la Fig. 7-19), y los 
promotores más fuertes contienen la secuencia Óptima para esta inte- 
racción, el BRE que se muestra en la Figura 7-14, o 

Los ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (Fig. 7-16) 
utilizan anticuerpos contra TBP que muestran que se unen en esta re- 


gión entre los sitios de inicio de la transcripción en sentido y en an- 
tisentido en los promotores con islas CpG. En consecuencia, proba- 
blemente se requieran los mismos factores de transcripción generales 
para la iniciación a partir de los promotores con islas CpG más débiles 
como los promotores que contienen una caja TATA. La ausencia de 
los elementos promotores resumidos en la Figura 7-14 puede explicar 
la transcripción divergente a partir de múltiples sitios de inicio de la 
transcripción observados en estos promotores, puesto que no hay pis- 
tas en la secuencia de DNA que orienten al complejo de preiniciación. 
El TFID y los otros factores de transcripción generales pueden ele- 
gir entre sitios de unión débiles casi equivalentes y alternativos en esta 
clase de promotores, lo cual explica potencialmente la baja frecuencia 
de iniciación de la transcripción así como los sitios de iniciación de la 
transcripción alternativos en direcciones divergentes que, en general, se 
suelen observar a partir de promotores con islas CpG. 


Los factores de elongación regulan las etapas 
iniciales de la transcripción en la región 
proximal al promotor 


En los metazoos, en la mayoría de los promotores, la Pol II hace una 
pausa después de transcribir = 20-50 nucleótidos, debido a la unión 
de la proteína de cinco subunidades llamada NELF (factor negativo de 
elongación [negative elongation factor]). Esto es seguido por la unión 
de un factor de elongación de dos subunidades llamado DSIF (factor 
inducido por sensibilidad DRB [DRB sensitivity-inducing factor] ), de- 
nominado así puesto que un análogo de ATP llamado DRB inhibe aún 
más la elongación de la transcripción en su presencia. La inhibición 
de la elongación de Pol II que resulta de la unión de NELF es mitigada 
cuando DSIF, NELEF y la serina 2 de la repetición CTD de la Pol Il (Tyr- 
Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser) son fosforilados por una proteína-cinasa 
con dos subunidades, CDK9-ciclina T, también llamada P-TEFb, que 
se asocia con el complejo Pol 11, NELF, DSIF. Los mismos factores de 
elongación regulan la transcripción a partir de promotores con islas 
CpG. Estos factores que regulan la elongación en la región proximal al 
promotor proporcionan un mecanismo para controlar la transcripción 
génica además de regular la iniciación de la transcripción. Esta estra- 
tegia global para la regulación de la transcripción, tanto en el paso de 
iniciación como en el de elongación en la región proximal al promotor, 
es similar a la regulación del operón Trp en E. coli (Fig. 7-6), aunque los 
mecanismos moleculares involucrados son diferentes. 


Da La transcripción del HIV (virus de la inmunodeficiencia huma- 
na), la causa del sida, depende de la activación de CDK9-ciclina T 

por parte de una pequeña proteína vírica llamada Tat. Las células infec- 
tadas con mutantes taf” producen transcriptos virales cortos de = 50 
nucleótidos de longitud. Por el contrario, las células infectadas por HIV 
de tipo silvestre sintetizan transcriptos virales largos que se extienden a 
lo largo del genoma proviral integrado (véanse las Figs. 4-49 y 6-13). 
Por lo tanto, la proteína Tat funciona como un factor antiterminación, 
lo cual permite que la RNA polimerasa II lea a través de un bloque 
transcripcional. (Tat inicialmente se sintetiza mediante transcriptos ra- 
ros que fallan en terminar cuando el promotor del HIV se transcribe a 
una alta tasa en los linfocitos T “activados”, un tipo de glóbulo blanco; 
véase el Cap. 23). Tat es una proteína de unión a RNA específica de se- 
cuencia. Se une a la copia de RNA de una secuencia llamada TAR, que 
forma una estructura de tallo-bucle cerca del extremo 5' del transcrip- 
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FIGURA 7-20 Modelo del complejo de antiterminación compuesto por 
la proteína Tat del HIV y diversas proteínas celulares. El elemento TAR en 
el transcrito HIV contiene secuencias reconocidas por Tat y la proteína-cinasa 
CDKO cerca de su sustrato, el CTD de la RNA polimerasa ll. La fosforilación del 
CTD en la serina 2 de la repetición heptada del CTD de la Pol Il es necesaria 
para la elongación de la transcripción. Las proteínas celulares DSIF (también 
llamada Sp4/5) y el complejo NELF también están involucrados en la 
regulación de la elongación de Pol Il, como se analiza en el texto. [Véase P. Wei y 
cols. 1998, Cell 92:451;T. Wada y cols., 1998, Genes Dev 12:357, e Y Yamaguchi y cols., 1999, Cell 97:41] 


to de HIV (Fig. 7-20). TAR también une la ciclina T, manteniendo al 
complejo CDK9-ciclina T cerca de la polimerasa, donde fosforila de 
manera eficiente su sustrato, dando como resultado la elongación de la 
transcripción. Los ensayos de inmunoprecipitación de la cromatina 
realizados después de tratar las células con inhibidores específicos de 
CDKO9 indican que la transcripción de = 30% de los genes de mamífe- 
ros se regula mediante el control de la actividad de la CDK9-ciclina T 
(P-TEFb), aunque esto probablemente lo realizan más frecuentemente 
los factores de transcripción de unión a DNA específicos de secuencia 
que una proteína de unión al RNA, como en el caso de la Tat de HIV. o 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 7.3 


Promotores y factores de transcripción generales 
de la RNA polimerasa ll 


* La RNA polimerasa Il inicia la transcripción de genes en el nucleótido 
en el molde de DNA que corresponde al nucleótido 5” que forma la 


caperuza en el mRNA codificado. 


« La transcripción de los genes que codifican proteínas por la Pol II se 
puede iniciar in vitro por la unión secuencial de los siguientes factores 
en el orden indicado: TBP, que se une al DNA de la caja TATA; TFIIB; un 
complejo de Pol II y TFIF; TFIE; y finalmente, TFIIH (véase la Fig. 7-17). 


* La actividad helicasa de una subunidad TFIIH contribuye a separar 
las hebras molde en el sitio de inicio en la mayoría de los promotores, 
un proceso que requiere la hidrólisis de ATP. A medida que la Pol II 
comienza a transcribir alejándose del sitio de inicio de la transcripción, 
su CTD es fosforilado en la serina 5 del heptapéptido del CTD por otra 
subunidad del TFIIH. 


* La iniciación de la transcripción in vitro por parte de la Pol II también 
requiere TFIIA y, en algunos metazoos, un complejo proteico de TFID 
completo, que incluye sus múltiples subunidades TAF como también 


la subunidad TBP. 
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7.4 Secuencias reguladoras en los genes 
que codifican proteínas y las proteínas 
mediante las cuales funcionan 

n la sección anterior, la expresión de los e 
as está regulada por las Secuencia 
de DNA de unión a las proteínas, denominadas genéricamente como 


regiones de control d ipción. Éstas incluyen PrOMOtores y 


e la transcri 
otros tipos de elementos de control localizados cerca de los sitios q, 
transcripción, así como secuencias 


localizadas lejos de los genes que re. 
gulan. En esta sección examinaremos en forma más minuciosa las pro. 
ades de varios elementos de control que se encuentran en los genes 
proteínas que se unen a ellos 


Como se describió € 
eucariontes que codifican protein 


pied 
eucariontes que codifican proteina y las 


Los elementos proximales del promotor ayudan a 
regular los genes eucariontes 


Con el fin de identificar las regiones de control de la transcripción se 
utilizaron las técnicas de DNA recombinante para mutar en forma 
sistemática las secuencias de nucleótidos de varios genes eucariontes, 
Por ejemplo, las mutaciones rastreadoras de ligadores (linker scanning 
mutations) pueden identificar las secuencias dentro de una región que 
funciona en el control de la transcripción. En esta técnica, se evalúa un 
grupo de construcciones con mutaciones solapadas contiguas en sus 
efectos sobre la expresión de un gen informador o en la producción 
de un mRNA específico (Fig. 7-21a). Este tipo de análisis identificó los 
elementos proximales al promotor del gen de la timidina cinasa (tk) 
del virus del herpes simple tipo I (HSV-I). Los resultados demostraron 
que la región de DNA corriente arriba del gen tk del HSV contiene tres 
secuencias de control de la transcripción separadas: una caja TATA en 
el intervalo de -32 a —16 y otros dos elementos de control más alejados 
corriente arriba (Fig. 7-21b). Los experimentos que utilizan mutan- 
tes que contienen cambios de un único par de bases en los elementos 
de control proximal al promotor revelaron que suelen tener de = 6-10 
pares de bases de longitud. Los resultados recientes indican que estos 
se encuentran tanto corriente arriba como corriente abajo del sitio de 
inicio de la transcripción para los genes humanos en igual frecuencia. 
Mientras que, en rigor, el término promotor se refiere a la secuencia de 
DNA que determina dónde una polimerasa inicia la transcripción, el 
término a menudo se usa para referirse tanto a un promotor como 4 
sus elementos de control proximales a] promotor. 
' Para evaluar las restricciones del espaciamiento en los elementos 
p orási en la región promotora tk del HSV identificadas por análisis 
o 
inserciones entre los elem a pee pie e ad 
el promotor y los eleme entos. Los cambios en el espaciamiento 
ntos de control proximal al promotor 4 
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FIGURA EXPERIMENTAL 7-21 Las mutaciones rastreadores de ligadores 
(linker scanning mutations) identifican los elementos de control de la 
transcripción. (a) Una región del DNA eucarionte (tostado) que sustenta un 
alto nivel de expresión de un gen informador (violeta) se clona en un vector 
plasmídico como se representa en la parte superior. Desde un extremo de 

la región bajo análisis al otro, se introducen las mutaciones rastreadoras de 
ligadores (RL) que se solapan (con rayas). Estas mutaciones son el resultado de 
la mezcla de secuencias nucleotídicas en un segmento corto de DNA. Después 
de transfectar los plásmidos mutantes por separado a células cultivadas, se 
analiza la actividad del producto gen-informador. En el ejemplo que se muestra 


nucleótidos o menos tuvieron poco efecto. Sin embargo, las inserciones 
de 30 a 50 pares de bases entre los elementos proximales al promotor 
de tk del HSV-1 y la caja TATA fueron equivalentes a eliminar el ele- 
mento. Los análisis similares de otros promotores eucariontes también 
indicaron que, en general, se tolera una flexibilidad considerable en el 
espaciamiento entre los elementos proximales al promotor, pero las 
separaciones de varias decenas de pares de bases pueden disminuir la 
transcripción. 


Los potenciadores distantes suelen estimular la 
transcripción por la RNA polimerasa ll 


Como se describió anteriormente, la transcripción a partir de muchos 
promotores eucariontes puede estimularse mediante elementos de 
control localizados miles de pares de bases alejadas del sitio de inicio. 
Tales elementos de control de la transcripción a larga distancia, deno- 


aquí, la secuencia desde —120 hasta +1 del gen timidina cinasa del virus de 
herpes simple, las mutaciones RL 1, 4, 6, 7 y 9 tienen poco o ningún efecto 

en la expresión del gen informador, lo cual indica que las regiones alteradas 
en estos mutantes no contienen elementos de control. La expresión del gen 
informador se reduce significativamente en los mutantes 2, 3, 5 y 8, lo cual 
indica que los elementos de control (marrón) se encuentran en los intervalos 
que se muestran en la parte inferior. (b) El análisis de estas mutaciones RL 
identificó una caja TATA y dos elementos proximales al promotor (PE-1 y PE-2). 
[Parte (b), véase S.L. McKnight y R. Kingsbury, 1982, Science 217:316] 


minados potenciadores, son comunes en los genomas eucariontes pero 
bastante raros en los genomas bacterianos. Los procedimientos como 
la mutagénesis rastreadora de ligadores indican que los potenciadores, 
en general del orden de = 200 pares de bases, al igual que los elementos 
proximales del promotor, están compuestos por diversos elementos de 
secuencia funcional de = 6-10 pares de bases. Como se analizó antes, 
cada uno de estos elementos reguladores es un sitio de unión para un 
factor de transcripción de unión al DNA específico de secuencia. 


El análisis de muchos potenciadores celulares eucariontes diferentes ha 
demostrado que, en los metazoos, 


dad corriente arriba de un promo 
tor dentro de un intrón, 


pueden presentarse con igual probabili- 
tor como corriente abajo de un promo- 
O incluso corriente abajo del exón final de un gen, 


como en el caso del gen Sall1 (véase la Fig. 7-82). Muchos potenciadores 


son específicos del tipo celular. Por ejemplo, se caracterizó un potenciador 


que controla la expresión de Pax en la retina en el intrón entre los exo- 
nes 4 y 5 (véase la Fig. 7-74), mientras que un potenciador que controla la 


7.4 Secuencias reguladoras en los genes que codifican proteínas y las proteínas mediante las cuales funcionan 303 


(a) Gen de mamífero con una caja TATA 


Hasta 
-50 kb o más 


(b) Gen de mamífero con promotor con isla CpG 


(c) Gen de S. cerevisiae 


/ 


90 


FIGURA 7-22 Organización general de los elementos de control que 
regulan la expresión génica en eucariontes multicelulares y levaduras. 
(a) Los genes de mamíferos con un promotor con caja TATA están regulados por 
elementos proximales al promotor y potenciadores. Los elementos proximales 
al promotor que se muestran en la Figura 7-14 posicionan la RNA polimerasa 

Il para comenzar la transcripción en el sitio de inicio e influyen en la velocidad 
de la transcripción. Los potenciadores pueden estar corriente arriba o corriente 
abajo y tan alejados como cientos de kilobases desde el sitio de inicio de la 
transcripción. En algunos casos, los potenciadores se encuentran dentro de los 
intrones. Los elementos proximales al promotor se encuentran corriente arriba 
y corriente abajo de los sitios de inicio de la transcripción en igual frecuencia 


expresión de Pax6 en las células secretoras de hormona del páncreas está 
localizado en una región de = 200 pares de bases corriente arriba del exón 
0 (de allí el nombre debido a que se descubrió después de haber nombrado 
al “exón 1”). En el importante organismo modelo Saccharomyces cerevisiae 
(levadura), los genes están espaciados estrechamente (Fig. 6-4b) y pocos 
genes contienen intrones. En este organismo, los potenciadores suelen en- 
contrarse dentro de los = 200 pares de bases corriente arriba de los promo- 
tores de los genes que ellos regulan y se los denomina con el término se- 
cuencias activadoras corriente arriba (UAS, up-stream activating sequence). 


La mayoría de los genes eucariontes 
son regulados por múltiples elementos 
de control de la transcripción 


Inicialmente, se pensó que los potenciadores y los elementos proxi- 
males al promotor eran diferentes tipos de elementos de control de la 
transcripción. Sin embargo, a medida que se fueron analizando más 
potenciadores y elementos proximales al promotor, las distinción entre 
ellos se tornó más clara. Por ejemplo, ambos tipos de elementos en ge- 
neral pueden estimular la transcripción incluso cuando se los invierte, 
y ambos tipos suelen ser específicos del tipo de célula. En la actualidad, 
el consenso general es que un espectro de elementos de control regula 
la transcripción mediante la RNA polimerasa II. En un extremo están 
los potenciadores, que pueden estimular la transcripción a partir de un 
promotor alejado decenas de miles de pares de bases. En el otro extre- 
mo están los elementos proximales al promotor, como los elementos 
corriente arriba que controlan al gen tk del HSV, que pierde su influen- 
cia cuando se lo mueve unos 30-50 pares de bases adicionales más allá 
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Potenciador; 
UAS de 
levadura 


Elemento proximal 
al promotor 


Isla CpG 


en los genes de mamífero. (b) Promotores con islas CpG de mamífero. La 
transcripción se inicia en diversos sitios tanto en dirección sentido como 
s de la región rica en CpG. Los transcriptos 


antisentido a partir de los extremo ¡ 
en la dirección sentido son elongados y procesados a los mRNA mediante 
Éstos expresan los mRNA con exones 5 alternativos 


corte y empalme del RNA. IPS 
determinados por el sitio de inicio de la transcripción. Los promotores con islas 
| proximales al promotor. En la actualidad; 


CpG contienen elementos de contro r | 
no está claro si éstos también son regulados por potenciadores distantes. (c) 


La mayoría de los genes de 5. cerevisiae contienen solo una región reguladora, 
llamada una secuencia de activación corriente arriba (UAS), y una caja TATA, que 


está = 90 pares de bases corriente arriba desde el sitio de inicio. 


del promotor. Los investigadores han identificado una gran cantidad 
de elementos de control de la transcripción que pueden estimular la 
transcripción desde distancias entre estos dos extremos. 

La Figura 7-22a resume las localizaciones de las secuencias de con- 
trol de la transcripción para un gen de mamífero hipotético con un 
promotor que contiene una caja TATA. El sitio de inicio en el cual se 
inicia la transcripción codifica el primer nucleótido (5”) del primer 
exón de un mRNA, el nucleótido que tiene caperuza. Además de la caja 
TATA a =-31 a -26, los elementos proximales al promotor, que son 
relativamente cortos (= 6-10 pares de bases), se localizan dentro delos 
primeros =200 pares de bases ya sea corriente arriba o corriente abajo 
del sitio de inicio. Los potenciadores, por el contrario, suelen tener al- 
rededor de 50-200 pares de bases de longitud y están compuestos po! 
múltiples elementos de = 6-10 pares de bases. Los potenciadores Put 
den localizarse hasta 50 kilobases o más corriente arriba o corriente 
abajo del sitio de inicio o dentro de un intrón. Al igual que para el gen 
P lts muchos genes de mamífero están controlados por más de U” 
región potenciadora que funciona en diferentes tipos de células. 

La Figura 7-22b resume la región promotora de un gen de mamifero 
con un promotor con isla CpG. Alrededor del 60-70% de los gent de 
mamífero se expresan a partir de promotores con islas CpG, en gener 
ñ pS mucho menores que los genes con promotores con caja 14 ÑN 
Se utilizan muchos sitios de inicio de la transcripción alternativos ge 
nerando los mRNA con extremos 5' alternativos para el primer exóN 
derivado de cada sitio de inicio. La transcripción se produce eN amb 
direcciones, pero las moléculas Pol 11 que transcriben en la dirección 
positiva (sentido) elongan hasta > 1 kb mucho más eficientemen'* qu 


los transcriptos en la dirección antisentido. 


El genoma de $. cerevisiae contiene elementos reguladores llama- 
dos secuencias activadoras corriente arriba (UAS), que funcionan 
de manera similar a los potenciadores y los elementos proximales al 
promotor en los eucariontes superiores. La mayoría de los genes con- 
tiene sólo una UAS, que en general se encuentra dentro de Unos pocos 
cientos de pares de bases del sitio de inicio. Además, los genes de S. 
cerevisiae contienen una caja TATA = 90 pares de bases corriente aeñiba 
del sitio de inicio de la transcripción (Fig. 7-22c). 


Los ensayos de huella genética y de 
retardo en gel detectan las interacciones 
entre el DNA y las proteínas 


Los diversos elementos de control que se encuentran en el DNA eu- 


carionte son sitios de unión para las proteínas reguladoras y suelen 
denominarse factores de transcripción. Las células eucariontes más 
simples codifican cientos de factores de transcripción y el genoma hu- 
mano codifica más de 2 000. La transcripción de cada gen en el geno- 
ma es regulada de forma independiente por combinaciones de factores 
de transcripción específicos que se unen a sus regiones de control de la 
transcripción. El número de combinaciones posibles de estos muchos 
factores de transcripción es astronómico, lo suficiente como para gene- 
rar controles únicos para cada gen codificado en el genoma. 

En las levaduras, en Drosophila y en otros eucariontes genética- 
mente analizables numerosos genes codifican activadores y represores 
transcripcionales identificados por los análisis clásicos como los que se 
describieron en el Capítulo 5. Sin embargo, en los mamíferos y en otros 
vertebrados, que son menos susceptibles para el análisis genético, la 
mayoría de los factores de transcripción se han detectado inicialmente 
y luego purificado mediante técnicas bioquímicas. En esta técnica se 
usa un elemento regulador de DNA identificado mediante la clase de 
análisis mutacionales descriptos anteriormente para identificar proteí- 
nas afines que se unen a él de manera específica. Dos técnicas comunes 
para la detección de tales proteínas afines son las huellas genéticas con 
DNasa 1 y el ensayo de retardo de la movilidad electroforética. 

La huella genética con DNasa TI tiene la ventaja del hecho de que 
cuando una proteína está unida a una región de DNA, protege esa 
secuencia de DNA de la digestión por parte de las nucleasas. Como 
se ilustra en la Figura 7-23a, las muestras de un fragmento que está 
marcado en un extremo son digeridas en condiciones cuidadosamente 
controladas en la presencia y en la ausencia de una proteína de unión 
al DNA, luego se las desnaturaliza y se las somete a electroforesis y el 
gel resultante se somete a autorradiografía. La región protegida por la 
proteína unida aparece como una brecha, O “huella , en la disposición 
de bandas resultantes de la digestión en presencia y en ausencia de pro- 
o se realiza el ensayo de huella genética con un fragmento 
de DNA que contiene un elemento de control conocido, 5 aparición de 
una huella indica la presencia de un factor de trascripción que se une 
a ese elemento de control en la muestra de proteina a ser evaluada. La 
huella genética también identifica la secuencia de DNA a la cual se une 

ción. 
ú ola Iabadl genética del promotor fuerte tardío del ade- 
novirus muestra una región protegida sobre la AS TATA cuando ae 
añade TBP al DNA marcado antes de la digestión con DNasa 1 (Fig. 
7-23b). La DNasa 1 no digiere todos los enlaces fosfodiéster a un BNA 
dúplex a igual velocidad. En consecuencia, en ausencia € pa 
añadida (líneas 1, 6 y 9), Se observa un patrón de bandas particular que 


teína. Cuand 


depende de la secuencia de DNA y es el resultado de la escisión de algu- 

nos enlaces fosfodiéster y no de otros. Sin embargo, cuando se incuban 

cantidades crecientes de TBP con el DNA marcado en el extremo antes 
de la digestión con DNasa Il, la TBP se une a la caja TATA y protege la 
región entre =-35 y —20 de la digestión cuando se añade suficiente TBP 
a todas las moléculas de DNA marcadas. Por el contrario, cantidades 
crecientes de TFIID (líneas 7 y 8) protegen tanto la región de la caja 
TATA de la digestión con la DNasa 1, como también regiones cercanas 
a 7, +1 a +5, +10 a +15 y +20, produciendo una “huella genética” 
diferente de la TBP. Los resultados tales como éste nos dicen que otras 
subunidades de TFIID (los factores asociados con TBP o los TAF) tam- 
bién se unen al DNA en la región corriente abajo de la caja TATA. 

El ensayo de retraso de la movilidad electroforética (EMSA, electro- 
phoretic mobility shift assay), también llamado retardo en gel o ensayo 
de corrimiento de bandas, es más útil que el ensayo de huella genética 
para análisis cuantitativo de las proteínas de unión al DNA. En general, 
la movilidad electroforética de un fragmento de DNA está reducida 
cuando forma complejo con proteínas, lo que causa un corrimiento 
en la localización de la banda del fragmento. Este ensayo se puede usar 
para detectar un factor de transcripción en fracciones de proteínas in- 
cubadas con un fragmento de DNA radiomarcado conteniendo un ele- 
mento de control conocido (Fig. 7-24). Cuantos más factores de trans- 
cripción se añaden a la reacción de unión, más sonda marcada se corre 
de la posición del complejo DNA y proteína. 

En el aislamiento bioquímico de un factor de transcripción, un ex- 
tracto de núcleos celulares se somete secuencialmente a diversos tipos 
de cromatografía en columna (Cap. 3). Las fracciones eluidas de las 
columnas son sometidas a ensayo de huella genética con DNasa l o a 
EMSA usando fragmentos de DNA que contienen un elemento regula- 
dor identificado (véase la Fig. 7-21). Las fracciones que contienen una 
proteína que se une al elemento regulador en estos ensayos probable- 
mente contienen un factor de transcripción putativo. Una técnica po- 
derosa que suele usarse para el paso final en la purificación de los facto- 
res de transcripción es la cromatografía de afinidad de DNA específica de 
secuencia, un tipo particular de cromatografía de afinidad en la cual las 
hebras de DNA largas que contienen múltiples copias del sitio de unión 
al factor de transcripción están unidas a la matriz de una columna. 

Una vez que se aisló y se purificó un factor de transcripción, se 
puede determinar y usar una secuencia aminoácida parcial para clonar 
el gen o el cDNA que lo codifica, como se esquematiza en el Capítulo 
5. Este gen aislado se puede usar para evaluar la habilidad de la proteí- 
na codificada para activar o reprimir la transcripción en un ensayo de 
transfección in vitro (Fig. 7-25). 


Los activadores estimulan la transcripción y están 
compuestos por distintos dominios funcionales 


Los estudios con un activador de la transcripción de levadura llama- 
do GALA proporcionan evidencia inicial de la estructura del dominio 
de los factores de transcripción. El gen que codifica la proteína GALA, 
que estimula la expresión de enzimas necesarias para metabolizar la 
galactosa, fue identificado por análisis de complementación de los mu- 
tantes gal4 que no pueden formar colonias en un medio con agar en el 
cual la galactosa es la única fuente de carbono y energía (Cap. 5). Los 
estudios de mutagénesis dirigida como los analizados anteriormente 
identificaron las UAS para los genes activados por GAL4. Cada una de 
estas UAS se encontró que contiene una o más copias de una secuencia 
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de unión al DNA) 
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unión a proteína 
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FIGURA EXPERIMENTAL 7-23 La huella genética con DNasa | revela 

la región de una secuencia de DNA donde se une un factor de 
transcripción. (a) Un fragmento de DNA conocido que contiene un elemento 
de control está marcado en un extremo con 32P (punto rojo). Las porciones 

de la muestra de DNA marcado luego son digeridas con DNasa | en presencia 
y ausencia de muestras de proteínas que contienen una proteína de unión a 
DNA de secuencia específica. La DNasa | hidroliza los enlaces fosfodiéster del 
DNA entre el oxígeno 3" en la desoxirribosa de un nucleótido y el fosfato 5“del 
siguiente nucleótido. Se utiliza una concentración baja de DNasa |, de manera 
tal que, en promedio, cada molécula de DNA sea cortada solo una vez (flechas 
verticales). Si la muestra de proteína no contiene una proteína afín de unión 
a DMA, el fragmento de DNA es cortado en múltiples posiciones entre los 
extremos marcados y no marcados del fragmento original, como en la muestra 
A (izquierda). Si la muestra de proteína contiene una proteína que se une a 


FIGURA EXPERIMENTAL 7-24 El ensayo de movilidad electroforética 
puede usarse para detectar factores de transcripción durante 

la purificación. En este ejemplo, los factores proteicos separados por 
cromatografía de columna se analizaron por su capacidad de unirse a una 
sonda de fragmento de DNA radiomarcado que contiene un elemento 
regulador conocido. Después de que una alícuota de la muestra de proteína 
se cargó en la columna (ON) y las sucesivas fracciones de la columna 
(números) se incubaron con la sonda marcada, las muestras se sometieron a 
electroforesis bajo condiciones que no interrumpen las interacciones DNA- 
proteína. La sonda libre no unida a la proteína migra hasta la parte inferior del 
gel. Una proteína en la preparación aplicada a la columna y en las fracciones 
7 y 8 se une a la sonda y forma un complejo DNA-proteína que migró más 
lentamente que la sonda libre. Por lo tanto, estas fracciones probablemente 


contenían la proteína reguladora buscada. [De S. Yoshinaga y cols., 1989, J. Biol. Chem. 
26410529] 
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una secuencia específica en el DNA marcado, como en la muestra B (derecha), 
la proteína se une al DNA y protege así una porción del fragmento de la 
digestión. Después del tratamiento con DNasa, se separa el DNA de la proteína, 
se lo desnaturaliza para separar las hebras y se lo somete a electroforesis, La 
autorradiograña del gel resultante detecta solo las hebras marcadas y revela 
los fragmentos que se extienden desde el extremo marcado hasta el sitio de 
escisión de la DNasa l. Los fragmentos cortados que contienen las secuencias 
control aparecen en el gen para la muestra A pero no en la muestra B debido 
a que la proteína afín bloquea la escisión dentro de la secuencia y, por lo tanto, 
la producción de los correspondientes fragmentos. (b) Huellas genéticas 
producidas por las cantidades crecientes de TBP (indicadas por el triángulo) y de 


TFIID en el promotor principal tardío fuerte del adenovirus. [Parte (b) de Q. Zhou y col 
1992, Genes Dev. 6:1964,] 
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FIGURA EXPERIMENTAL 7-25 En los ensayos de transfección in vivo se 
mide la actividad transcripcional para evaluar las proteínas que se creen 
son factores de transcripción. El sistema de ensayos requiere dos plásmidos. 
Un plásmido contiene el gen que codifica el factor de transcripción putativo 
(proteína X). El segundo plásmido contiene un gen informador (p. ej., luciferasa) 
y uno o más sitios de unión para la proteína X. Ambos plásmidos se introducen 
simultáneamente dentro de las células que carecen del gen que codifica la 
proteína X. Se mide la producción de los transcritos de RNA del gen informador; 
alternativamente, se puede medir la actividad de la proteína codificada. Si 

la transcripción del gen informador es mayor en presencia del plásmido 

que codifica X que en su ausencia, entonces la proteína es un activador; si la 
transcripción es menor, entonces es un represor. Mediante el uso de plásmidos 
que codifican un factor de transcripción reordenado o mutado, se pueden 
identificar dominios importantes para la proteína. 


de 17 pb relacionada llamada UAS¿,,. Los ensayos de huella genética 
con DNasa 1 con la proteína GAL4 recombinante producida en E. coli 
a partir del gen GAL4 de levadura, demostraron que la proteína GAL4 
se une a las secuencias UAS¿yy. Cuando una copia de UAS ¿y se clonó 
corriente arriba de una caja TATA seguida por el gen informador de la 
P-galactosidasa, la expresión de la B-galactosidasa se activó en el medio 
con galactosa en las células de tipo silvestre pero no en los mutantes 
gal4. Estos resultados muestran que UAS¿a, es un elemento de con- 
trol de la transcripción activado por la proteína GAL4 en medio con 
galactosa. 

Un grupo de experimentos notables con mutantes con deleción de 
gal4 demostró que el factor de transcripción GAL4 está compuesto por 
dominios funcionales separados: un dominio de unión al DNA N-ter- 
minal, que se une a secuencias de DNA específicas, y UN dominio de ac- 
tivación C-terminal, que interactúa con otras proteínas para estimular 
la transcripción desde un promotor cercano (Fig. 7-26). Cuando el do- 
minio de unión al DNA N-terminal de GAL4 se fusionó directamente 
a varias porciones de su región C-terminal, las proteínas truncadas re- 
tuvieron su capacidad de estimular la expresión de un gen informador 
en un ensayo in vivo como el descrito en la Figura 7-25. Por lo tanto, la 
porción interna de la proteína no es necesaria para el funcionamiento 
de GAL4 como un factor de transcripción. Experimentos similares con 
otros factores de transcripción de levadura, GCN4, que regulan genes 


necesarios para la síntesis de muchos aminoácidos, indican que contie- 
nen un dominio de unión al DNA de = 50 aminoácidos en su extremo 
C-terminal y un dominio de activación de = 20 aminoácidos cerca de 
la mitad de su secuencia. 

Evidencia adicional para la existencia de diferentes dominios de ac- 
tivación en GAL4 y GCN4 provienen de los experimentos en los cuales 
sus dominios de activación se fusionaron a un dominio de unión al 
DNA de una proteína entera de unión al DNA de E, coli no relaciona- 
da. Cuando estas proteínas de fusión se probaron in vivo, ACOR la 
transcripción de un gen informador conteniendo el sitio aña para la 
proteína de E. coli. Por lo tanto, los factores de transcripción funcio- 
nales se pueden construir a partir de combinaciones completamente 
nuevas de elementos procariontes y eucariontes. 

En la actualidad, se están llevando a cabo estudios de tales pro- 
teínas con muchos activadores eucariontes. El modelo estructural de 
los activadores eucariontes que ha emergido a partir de estos estudios 
es uno modular en el cual uno o más dominios de activación están 
conectados a un dominio de unión al DNA específico de secuencia por 
medio de dominios de proteínas flexibles (Fig. 7-27). En algunos casos, 
los aminoácidos incluidos en el dominio de unión al DNA también 
contribuyen a la activación transcripcional. Como se analiza en una 
sección más adelante, los dominios de activación se cree que funcionan 
mediante la unión a otras proteínas involucradas en la transcripción. 
La presencia de dominios flexibles que conectan los dominios de unión 
al DNA a los dominios de activación puede explicar por qué las alte- 
raciones en el espaciamiento entre los elementos de control se toleran 
tan bien en las regiones de control eucariontes. Incluso cuando las po- 
siciones de los factores de transcripción unidos al DNA se desplazan 
unos de otros, sus dominios de activación aún pueden ser capaces de 
interactuar debido a que están adheridos a sus dominios de unión al 
DNA por medio de las regiones proteicas flexibles. 


Los represores inhiben la transcripción y funcionan 
al revés que los activadores 


La transcripción eucarionte está regulada tanto por represores como 
por activadores. Por ejemplo, los genetistas han identificado mutacio- 
nes en levaduras que producen la expresión elevada de ciertos genes. 
Este tipo de expresión desregulada, anormalmente alta se denomina 
expresión constitutiva y es el resultado de la inactivación de un repre- 
sor que normalmente inhibe la transcripción de estos genes. De modo 
similar, se han aislado mutantes de Drosophila y de Caenorhabditis ele- 
gans que son defectuosos en el desarrollo embrionario debido a que 
expresan genes en las células embrionarias donde estos genes suelen 
estar reprimidos. Las mutaciones en estos mutantes represores inacti- 
vos conducen al desarrollo anómalo. 

Los sitios de unión a represores en el DNA se han identificado por 
análisis sistemático de mutaciones rastreadoras de ligadores similar al 
descripto en la Figura 7-21. En este tipo de análisis, las mutaciones de 
un sitio de unión a activador llevan a la disminución de la expresión 
del gen informador ligado, mientras que una mutación de un sitio de 
unión a represor lleva a un aumento de la expresión de un gen infor- 
mador. Las proteínas represoras que se unen a tales sitios se pueden 
purificar y ensayar usando las mismas técnicas bioquímicas descriptas 
anteriormente para las proteínas activadoras. 

Los represores de la transcripción eucarionte son la inversa fun- 
cional de los activadores. Ellos pueden inhibir la transcripción a partir 
de un gen que normalmente no regulan cuando sus sitios de unión 
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FIGURA EXPERIMENTAL 7-26 Los mutantes 

por deleción del gen GAL4 en la levadura con 

una construcción de UAS¿,,-gen informador 
demuestran los dominios funcionales separados 

en un activador. (a) Diagrama de la construcción de 
DNA que contiene un gen informador lacZ (que codifica 
la B-galactosidasa) y una caja TATA ligada a la UAS gy, UN 
elemento regulador que contiene varios sitios de unión a 
GAL4. La construcción del gen informador y el DNA que 
codifica GAL4 de tipo silvestre o mutado (deleción) se 
introdujeron de manera simultánea en células de levadura 
mutante (gal4) y se midió la actividad de B-galactosidasa 
expresada a partir de lacZ. La actividad será alta si el 

DNA GAL4 introducido codifica una proteína funcional. 
(b) Diagramas esquemáticos de GAL4 de tipo silvestre 

y varias formas mutantes. Los números pequeños se 
refieren a las posiciones en la secuencia de tipo silvestre. La 
deleción de 50 aminoácidos desde el extremo N-terminal 
destruye la capacidad de GALA4 de unirse a la UAS ga, y 
estimular la expresión de la B-galactosidasa desde el 

gen informador. Las proteínas con deleciones extensas 
desde el extremo C-terminal aún se unen a la UAS gy. 
Estos resultados localizan el dominio de unión al DNA 

en el extremo N-terminal de GAL4. La capacidad para 
activar la expresión de la PB-galactosidasa no se elimina 
completamente a menos que se elimine alguna región 
entre los aminoácidos 126 y 189 o más a partir del extremo 
C-terminal. Así, el dominio de activación se encuentra en Mutantes 
la región C-terminal de GAL4. Las proteínas con deleciones por 
internas (parte superior) también son capaces de estimular deleción 
la expresión de la B-galactosidasa, lo cual indica que la interna 
región central de GAL4 no es esencial para su función en 

este ensayo. [Véase J. Ma y M. Ptashne, 1987, Cell 48:847;|. A. Hope y K. 

Struhl, 1986, Cell 46:885; y R. Brent y M. Ptashne, 1985, Cell 43:729.) 
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FIGURA 7-27 Diagramas esquemáticos que ilustran la 

estructura modular de los activadores eucariontes. Los factores 
de transcripción pueden contener más de un dominio de activación 
pero raramente contienen más de un dominio de unión al DNA. GAL4 
y GCN4 son activadores de la transcripción en la levadura. El receptor 
glucocorticoide (GR) promueve la transcripción de genes diana cuando 
ciertas hormonas están unidas al dominio de activación C-terminal. SP1 
se une a los elementos promotores ricos en CG en un gran número de 
genes de mamífero. 


308 CAPÍTULO 7 * Control transcripcional de la expresión génica 


(b) Proteínas GAL4 de tipo silvestre y mutante ns 
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afin están ubicados dentro de las decenas de pares de bases hasta mu- 
chas kilobases del sitio de inicio del gen. Al igual que los activadores, 
la mayoría de los represores eucariontes son proteínas modulares que 
tienen dos dominios funcionales: un dominio de unión al DNA y un 
dominio de represión. De manera similar a los dominios de activa- 
ción, los dominios de represión continúan funcionando cuando se los 
fusiona a otro tipo de dominio de unión al DNA. Si los sitios de unión 
para este segundo dominio de unión al DNA están insertados dentro 
de unos pocos cientos pares de bases de un promotor, la expresión de la 
proteína fusionada inhibe la transcripción desde el promotor. También 
al igual que los dominios activadores, los dominios de represión fun- 
cionan mediante interacción con otras proteínas, como se analiza más 
adelante en este capítulo. 


Los dominios de unión al DNA se pueden clasificar 
dentro de numerosos tipos estructurales 


Los dominios de unión al DNA de los activadores y los represores euca- 
riontes contienen una variedad de motivos estructurales que se unen a 
secuencias de DNA específicas. La capacidad de las proteínas de unión 
al DNA de unirse a secuencias de DNA específicas por lo general pro- 
viene de las interacciones no covalentes entre átomos en una hélice A 
en el dominio de unión al DNA y átomos en los bordes de las bases 
dentro de un surco mayor en el DNA. Las interacciones iónicas entre 
los residuos de arginina y lisina cargados positivamente y los fosfatos 


FIGURA 7-28 Interacción del represor 434 de bacteriófago con el 

DNA. (a) Diagrama de cintas del represor 434 unido a su DNA Operador 
específico. Los monómeros de represor son amarillos y verdes. Las hélices 

de reconocimiento se indican mediante asteriscos. Un modelo espacial 

del complejo represor-operador (b) muestra cómo interactúa la proteína 
íntimamente con un lado de una molécula del DNA de 1,5 vueltas. [Adaptado de A. 
K. Aggarwal y cols, 1988, Science 242:899.] 


cargados negativamente en el esqueleto de azúcar fosfato y, en algunos 
casos, las interacciones con átomos en un surco menor del DNA tam- 
bién contribuyen a la unión. 

Los principios de las interacciones proteína-DNA se descubrieron 
por primera vez durante el estudio de los represores bacterianos. Mu- 
chos represores bacterianos son proteínas diméricas en las que una hé- 
lice O. a partir de cada monómero se inserta dentro de un surco mayor 
en la hélice de DNA (Fig. 7-28). Esta hélice OL se conoce como la hélice 
de reconocimiento o hélice de lectura de secuencia, debido a que la ma- 
yoría de las cadenas laterales de aminoácidos que contactan al DNA 
se extienden a partir de esta hélice. La hélice de reconocimiento que 
sobresale desde la superficie de los represores bacterianos para entrar 
al surco mayor del DNA y hacer múltiples interacciones específicas con 
átomos en el DNA suele apoyarse en la estructura proteica en parte por 
las interacciones hidrófobas con una segunda hélice or justo N-terminal 
a él. Este elemento estructural, que está presente en muchos represores 
bacterianos, se denomina un motivo hélice-giro-hélice. 

Muchos motivos adicionales que pueden presentar una hélice Q al 
surco mayor del DNA se encuentran en los factores de transcripción 
eucariontes, que suelen clasificarse de acuerdo con el tipo de domi- 
nio de unión al DNA que contienen. Debido a que la mayoría de estos 
motivos tienen secuencias de aminoácidos consenso características, los 
factores de transcripción potenciales pueden ser reconocidos entre las 
secuencias de cCDNA a partir de varios tejidos que se han caracterizado 


en los seres humanos y otras especies. El genoma humano, por ejemplo, 


codifica = 2 000 factores de transcripción. 
Aquí introducimos varias clases comunes de proteínas de unión 


al DNA cuyas estructuras tridimensionales han sido determinadas. En 
todos los ejemplos y en muchos otros factores de transcripción, al me- 
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nos una hélice oz se inserta en un surco mayor del DNA. Sin embargo, 
algunos factores de transcripción contienen motivos estructurales al- 


ternativos (p. ej., hebras P y bucles, véase NFAT en la Fig. 7-32 como un 


ejemplo) que interactúan con el DNA. 


Proteínas homeodominio Muchos factores de transcripción eu- 
cariontes durante el desarrollo contienen Un motivo conservado de 
unión al DNA de 60 residuos, llamado un homeodominio, que es si- 
milar al motivo hélice-giro-hélice de los represores bacterianos. Estos 
factores de transcripción se identificaron por primera vez en mutantes 
de Drosophila en los cuales una parte corporal era transformada en otra 
durante el desarrollo (véase la Fig. 7-1b). La secuencia homeodominio 
conservada también se encontró en los factores de transcripción de 
vertebrados, incluidos aquellos que tienen funciones de control maes- 


tro similares en el desarrollo humano. 


Proteínas dedos de cinc Diversas proteínas eucariontes tienen regio- 
nes que se pliegan alrededor de un ion de Zn** central, y producen un 
dominio compacto a partir de un segmento relativamente corto de la 
cadena polipeptídica. Denominado dedo de cinc, este motivo estruc- 
tural se reconoció por primera vez en los dominios de unión al DNA 
pero ahora se sabe que también se presentan en proteínas que no se 
unen al DNA. Aquí se describen dos de las diversas clases de motivos 
dedos de cinc que se han identificado en los factores de transcripción 
eucariontes. 

El dedo de cinc C,H, es el motivo de unión al DNA más común 
codificado en el genoma humano y en los genomas de la mayoría 
de otros animales multicelulares. También es común en las plantas 
multicelulares pero no es el tipo dominante de dominio de unión al 
DNA en las plantas así como en los animales. Este motivo tiene una 
secuencia consenso de 23 a 26 residuos que contiene dos cisteínas 
(C) conservadas y dos residuos de histidina (H) conservadas, cuyas 
cadenas laterales se unen a un ion Zn?* (Fig. 3-9c). El nombre “dedo 
de cinc” se acuño debido a que un diagrama bidimensional de la 
estructura se asemeja a un dedo. Cuando se resolvió la estructura tri- 
dimensional, se aclaró que la unión del ion Zn?* por parte de los dos 
residuos de cisteína y los dos de histidina pliegan la secuencia poli- 
peptídica relativamente corta en un dominio compacto, que puede 
insertar su hélice Q£ en el surco mayor del DNA. Muchos factores de 
transcripción contienen múltiples dedos de cinc C,H,, que interac- 
túan con sucesivos grupos de pares de bases, dentro del surco mayor, 
a medida que la proteína se envuelve alrededor de la doble hélice de 
DNA (Fig. 7-29a). 

Un segundo tipo de estructura de dedo de cinc, designada el dedo 
de cinc C, (debido a que tiene sus cuatro cisteínas conservadas en 
contacto con el Zn”*), se encuentra en =50 factores de transcrip- 
ción humanos. Los primeros miembros de esta clase se identificaron 
como proteínas de unión intracelulares específicas de alta afinidad, 
o “receptores”, para hormonas esteroides, lo que condujo a que re- 
cibieran el nombre de superfamilia de receptores de esteroides. Como 
luego se hallaron receptores intracelulares similares para las hormo- 
nas no esteroides, estos factores de transcripción suelen denominar- 
se ahora receptores nucleares. El rasgo característico de los dedos 
de cinc C, es la presencia de dos grupos de cuatro cisteínas críticas, 
una hacia cada extremo del dominio de 55 o 56 residuos de aminoá- 
cidos. Aunque el motivo dedo de cinc en un principio se nombró 
por analogía con el dedo de cinc C,H,, más tarde se encontró que 
las estructuras tridimensionales de las proteínas que contienen estos 
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(c) 


FIGURA 7-29 Dominios de unión al DNA eucarionte que usan una 
hélice a para interactuar con el surco mayor de secuencias de DNA 
específicas. (a) El dominio de unión al DNA GL1 es monomérico y contiene 
cinco dedos de cinc C,H,. Las hélices se muestran como cilindros, los iones de 
Zn2+ como esferas. El dedo 1 no interactúa con el DNA, mientras que los otros 
cuatro dedos sí lo hacen. (b) El receptor de glucocorticoide es una proteína 
homodimérica dedo de cinc C4. Las hélices a se muestran como cintas 
purpuras, las hebras $ como cintas verdes y los iones Zn?+ como esferas. Las 
dos hélices a. (sombreadas más oscuras), una en cada monómero, interactúan 
con el DNA. Al igual que los homodímeros dedos de cinc Cy, este factor de 
transcripción tiene el doble de simetría rotacional; el centro de simetría se 
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(d) 


SB 


muestra mediante la elipse amarilla. (c) En las proteínas con cremallera de 
leucina, los residuos básicos en las regiones de hélice a. extendida de los 
monómeros interactúan con el armazón del DNA en los surcos mayores 
adyacentes. El dominio de dimerización de espiral enrollada está estabilizado 
por las interacciones hidrófobas entre los monómeros. (d) En las proteínas 
HBHb, las hélices de unión al DNA en la parte inferior (N-terminal de los 
monómeros) están separadas por bucles no helicoidales a partir de una región 
de tipo cremallera de leucina que contiene un dominio de dimerización de 
espiral enrollada. [Parte (a), véase N. P. Pavletich y C. O. Pabo, 1993, Science 261:1701. Parte (b), véase 
8. F. Luisi y cols, 1991, Nature 352:497. Parte (c), véase T. E. Ellenberger y cols. 1992, Cell 71:1223. Parte (d), 
véase A.R. Ferre-D'Amare y cols,, 1993, Nature 363:38.] 


motivos de unión al DNA eran bastante diferentes. Una diferencia 
particularmente importante entre ambos es que las proteínas con 
dedos de cinc C¿H, en general contienen tres o más unidades de de- 
dos repetitivas y se unen con monómeros, mientras que las proteínas 
dedos de cinc C4 en general contienen solo dos unidades de dedos 
y en general se unen al DNA como homodímeros o heterodímeros. 
Los homodímeros de dominios de unión al DNA dedos de cinc C, 
tienen simetría rotacional doble (Fig. 7-29b). En consecuencia, los 
receptores nucleares homodiméricos se unen a secuencias de DNA 
consenso que son repeticiones invertidas. 


Proteínas con cremallera de leucina Otro motivo estructural 
presente en los dominios de unión al DNA de una clase grande de 
factores de transcripción contiene el aminoácido hidrófobo leucina 
en cada séptima posición en la secuencia. Estas proteínas se unen al 
DNA como dímeros, y la mutagénesis de las leucinas mostró que eran 
necesarias para la dimerización. En consecuencia, el nombre crema- 
llera de leucina se acuño para denotar este motivo estructural. 

El dominio de unión al DNA del factor de transcripción GCN4 
de levadura mencionado anteriormente es un dominio de cremallera 
de leucina. Los análisis de cristalografía de rayos X de los complejos 
entre el DNA y el dominio de unión al DNA GCNA4 han mostrado que 
la proteína dimérica contiene dos hélices A: extendidas que “agarran” 
a la molécula de DNA, de modo similar a un par de tijeras, en dos 
surcos mayores adyacentes separados por alrededor de una vuelta de 
la doble hélice (Fig. 7-29c). Las porciones de las hélices que contactan 
al DNA incluyen los residuos cargados positivamente (básicos) que 
interactúan con los fosfatos en el armazón de DNA y los residuos 
adicionales que interactúan con bases específicas en el surco mayor. 

GCNA forma dímeros a través de interacciones hidrófobas entre 
las regiones C-terminales de las hélices Qe, formando una estructura 
espiral enrollada. Esta estructura es común en proteínas que con- 
tienen hélices O: anfipáticas en las cuales los residuos de aminoáci- 
dos hidrófobos están regularmente espaciados, separados de forma 
alternativa por tres a cuatro posiciones de distancia en la secuencia, 
formando una franja hacia abajo en uno de los lados de la hélice Q. 


Estas franjas hidrófobas constituyen las superficies de interacción 


entre los monómeros de hélice O. en un dímero de espiral enrollada 


(véase la Fig. 3-9a). 

Aunque los primeros factores de transcripción de la cremalle- 
ra de leucina en ser analizados contenían residuos de leucina cada 
siete posiciones en la región de dimerización, posteriormente se 
identificaron otros aminoácidos hidrófobos en estas posiciones en 
proteínas adicionales de unión al DNA. Actualmente se usa el id 
mino cremallera básica (bZIP) para referirse a todas las proteínas 
con estas características estructurales comunes. Muchos factores de 
transcripción de cremallera básica son heterodímeros de dos dife- 
rentes cadenas polipeptídicas, cada una de las cuales contiene un 


domino de cremallera. 


Proteínas básicas hélice-bucle-hélice (HBHb) El dominio de unión 
al DNA de otra clases de factores de transcripción diméricos contiene 
un motivo estructural muy similar al motivo de cremallera básico, 
excepto que en cada monómero las dos regiones OL helicoidales es- 
tán separadas por un bucle no helicoidal de eaqena polipeptídica 
(Fig. 7-29d). Denominado un hélice-bucle-hélice básico (HBHD), 

A r de las secuencias de aminoácidos de 


este motivo se predijo a part! y ¡ 
estas proteínas, que contienen una hélice O. N-terminal con residuos 
h > 


básicos que interactúan con el DNA, una región media con bucle y 
una región C-terminal con aminoácidos hidrófobos espaciados a in- 
tervalos característicos de una hélice 0 anfipática. Al igual que las 
proteínas con cremallera básica, diferentes proteínas HBHb pueden 


formar heterodímeros. 


Dominios de activación y represión 
estructuralmente diversos regulan la transcripción 


Los experimentos con proteínas de fusión compuestas por el domi- 


no de unión al DNA GALA y segmentos de enrollamiento al azar de 
proteínas de E. coli demostraron que un grupo diverso de secuencias 
de aminoácidos pueden funcionar como dominios de activación, 
=1% de todas las secuencias de E. coli, incluso a pesar de que és- 
tas evolucionaron para realizar otras funciones. Muchos factores de 
transcripción contienen dominios de activación marcados por un 
porcentaje inusualmente alto de aminoácidos particulares. GAL4, 
GCNA y la mayoría de otras levaduras que son ricas en aminoácidos 
ácidos (ácido aspártico y glutámico). Estos dominios de activación 
ácidos en general son capaces de estimular la transcripción en casi 
todos los tipos de células eucariontes —células de hongos, animales 
y plantas—. Los dominios de activación de factores de transcripción 
de mamífero y de Drosophila son ricos en glutamina, y algunos son 
ricos en prolina; incluso otros son ricos en los aminoácidos serina y 
treonina, estrechamente relacionados, los cuales tienen grupos hi- 
droxilos. Sin embargo, algunos dominios de activación no son parti- 
cularmente ricos en algún aminoácido específico. 

Estudios biofísicos indican que los dominios de activación tie- 
nen conformaciones desestructuradas, aleatorias. Estos dominios 
estimulan la transcripción cuando están unidos a una proteína coac- 
tivadora. La interacción con un coactivador provoca que el domino 
de activación adopte una conformación QU helicoidal estructurada en 
el complejo dominio de activación y coactivador. Un ejemplo bien 
estudiado de un factor de transcripción con un dominio de activa- 
ción ácido es la proteína CREB de mamífero, que es fosforilada en 
respuesta a concentraciones crecientes de caMP. Esta fosforilación 
regulada es necesaria para que CREB se una a su coactivador CBP 
(proteína de unión a CREB), dando como resultado la transcripción 
de genes cuyas regiones de control contienen un sitio de unión a 
CREB (véase la Fig. 15-32). Cuando el dominio de activación de en- 
rollamiento al azar fosforilado de CREB interactúa con CBP, sufre 
un cambio conformacional para formar dos hélices £ unidas por un 
bucle corto, que se enrolla alrededor del dominio interactuante de 
CBP (Fig. 7-30a). 

Algunos dominios de activación son más grandes y están más 
estructurados que los dominios de activación acídicos. Por ejem- 
plo, los dominios de unión al ligando de los receptores nucleares 
funcionan como dominios de activación cuando unen sus ligandos 
específicos (Fig. 7-30b, c). La unión de ligandos induce un cambio 
conformacional grande que permite que el dominio de unión al li- 
gando con la hormona unida interactúe con una hélice Or corta en 
los coactivadores de los receptores nucleares; el complejo resultante 
luego puede activar la transcripción de genes cuyas regiones de con- 
trol unen el receptor nuclear. 

Así, el domino de activación acídico en CREB y los dominios de 
activación de unión al ligando en los receptores nucleares representan 
dos extremos estructurales. El dominio de activación acídico de CREB 
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FIGURA 7-30 Los dominios de activación pueden ser espirales 
enrolladas hasta que interactúan con las proteínas coactivadoras o 
con dominios plegados de proteína. (a) El dominio de activación de CREB 
(proteína de unión al elemento de respuesta al AMP cíclico) es activado por 
la fosforilación de la serina 123. Es una espiral enrollada hasta que interactúa 
con un dominio del coactivador CBP (mostrado como un modelo espacial 
con regiones cargadas negativamente en rojo y con regiones cargadas 
positivamente en azul). Cuando el dominio de activación CREB se une a CBP, 
se pliega en dos hélices a. anfipáticas. Se muestran las cadenas laterales en el 
dominio de activación que interactúa con la superficie del dominio CBP. (b) 
El dominio de activación de unión al ligando del receptor de estrógeno es un 
dominio proteico plegado. Cuando el estrógeno se une al dominio, la hélice 
a verde interactúa con el ligando y genera un surco hidrófobo en el dominio 
de unión al ligando (hélices marrón oscuro), que une una hélice a. anfipática 
en una subunidad de coactivador (azul). (c) La conformación del receptor de 
estrógeno en la ausencia de la hormona está estabilizada por la unión del 
antagonista del estrógeno tamoxifeno. En esta conformación, la hélice verde 
del receptor se pliega en una conformación que interactúa con el surco que 
une el coactivador del receptor activo y bloquea estéricamente la unión de 
coactivadores. [Parte (a) de |. Radhakrishnan y cols. (1997) Cell 91:741, cortesía de Peter Wright. 
Partes (b) y (c) de A, K. Shiau y cols., 1998, Cell 95:927.] 


es un enrollamiento al azar que se pliega en dos hélices O. cuando se une 
a la superficie de un dominio globular en un coactivador. Por el contra- 
rio, el dominio de activación de unión al ligando del receptor nuclear 
es un domino globular estructurado que interactúa con una hélice o, 
corta en un coactivador, que probablemente es un enrollamiento al 
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azar antes de que se una. Sin embargo, en ambos casos, las interac. 
ciones específicas proteína-proteína entre co4ctivadores y los dominio, 
de activación permiten que los factores de transcripción estimule, Ñ 

¡pci enes. 
o conoce menos acerca de la estructura de los de. 
minios de represión. Los dominios de unión al ea de alguno, 
receptores nucleares funcionan como dominios de represión en la 


ausencia de su ligando de hormona específico. Al igual que los doy. 


ios de activación, los dominios de repr esión pueden ser relativamepy, 
cortos y abarcan 15 0 menos aminoácidos. Los estudios bioquímicos ; 


genéticos indican que los dominios de represión también median la, 
interacciones proteína-proteína y se unen a das proteínas COrTeceptoras 
formando un complejo que inhibe la iniciación de y transcripción por 
mecanismos que se analizan más adelante en el capítulo. 


s de factores de transcripción 


Las interaccione rip 
nes de control génico 


incrementan las opcio 


Dos clases de proteínas de unión al DNA analizadas anteriormente, 


las proteínas con cremallera básica y las proteínas con HBHb, suelen 


existir en combinaciones heterodiméricas de monómeros. Otras cla- 
ses de factores de transcripción no analizados aquí también forman 
proteínas heterodiméricas. En algunos factores de transcripción hete- 
rodiméricos, cada monómero reconoce la misma secuencia. En estas 
proteínas, la formación de heterodímeros alternativos no aumenta la 
cantidad de diferentes sitios en los cuales pueden actuar los monóme- 
ros, sino que en cambio permite que los dominios de activación aso- 
ciados con cada monómero se reúnan en combinaciones alternativas 
que se unen al mismo sitio (Fig. 7-31a). Como se verá más adelante, y 
en los capítulos subsiguientes, las actividades de los factores de trans- 
cripción se pueden regular por múltiples mecanismos. En consecuen- 
cia, un único elemento regulador de DNA HBHb o bZIP en la región 
de control de un gen puede provocar diferentes respuestas transcrip- 
cionales dependiendo de qué monómeros bZIP o HBHb que se unen 
a ese sitio se expresen en una célula particular en un momento dado y 
cómo se regulan sus actividades. 

En algunos factores de transcripción heterodiméricos, sin embar- 
go, cada monómero tiene una especificidad de unión al DNA diferente. 
Las posibilidades combinatorias resultantes aumentan el número de 
secuencias de DNA potenciales que una familia de factores de trans- 
cripción puede unir. En teoría, tres monómeros de factores diferentes 
se podrían combinar para formar seis factores homodiméricos y hete- 
rodiméricos, como se ilustra en la Figura 7-31b. Cuatro monómeros de 
factores diferentes podrían formar un total de 10 factores diméricos, 
cinco monómeros, 16 factores diméricos, y así sucesivamente. Además, 
los factores inhibidores se sabe que se unen a algunas cremalleras bási- 
cas y a monómeros de HBHb, bloqueando así su unión al DNA. Cuan- 
do estos factores inhibidores se expresan, reprimen la activación trans" 
cripcional mediante los factores con los cuales interactúan (Fig. 7-310)- 
Las reglas que rigen las interacciones de los miembros de una clase de 
factor de transcripción heterodimérico son complejas. Esta compleji- 
dad combinatoria expande tanto el número de sitios del DNA a partir 
del cual estos factores pueden activar la transcripción y las formas €» 
que pueden ser regulados. 

Similar regulación transcripcional combinatoria se logra 
dio de las interacciones de factores de transcripción no relacionados 
unidos a sitios de unión al DNA estrechamente espaciados. Un ejemplo 
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FIGURA 7-31 Posibilidades combinatorias debido a la formación 
de factores de transcripción heterodiméricos. (a) En algunos factores 
heterodiméricos, cada monómero reconoce la misma secuencia de DNA. En 
el ejemplo hipotético mostrado, los factores de transcripción A, B y C pueden 
todos interactuar unos con otro, creando seis combinaciones alternativas 
diferentes de dominios de activación que pueden todas unirse al mismo sitio. 
Cada sitio de unión compuesto está dividido en dos medios sitios y cada factor 
heterodimérico contiene los dominios de activación de sus dos monómeros 
constituyentes. (b) Cuando los monómeros de factor de transcripción 
reconocen secuencias de DNA diferentes, las combinaciones alternativas de 

los tres factores se unen a seis secuencias de DNA diferentes (sitios 1-6), cada 

una con una combinación única de dominios de activación. (c) La expresión 
de un factor inhibidor (rojo) que interactúa solo con el factor A inhibe la unión; 
por ende, la activación transcripcional en los sitios 1, 4 y 5 está inhibida, pero la 
activación en los sitios 2, 3 y 6 no está afectada. 


es la interacción de dos factores de transcripción, NFAT y AP1, que se 
cinos en un elemento proximal al promotor compuesto 
a interleucina 2 (IL-2). La expresión 
puesta inmunitaria, pero la expresión 
anormal de IL-2 puede llevar a enfermedades autoinmunitarias como 
la artritis reumatoide. Ni NFAT n1. AP] se unen 4 su sitio en la región 
de control de IL-2 en ausencia uno de otro. Las afinidades de los fac- 
ncias de DNA particular son demasiado débiles 
para los factores individuales para formar un complejo EstaDle con el 
DNA. Sin embargo, cuando los factores NFAT y APL están presentes, 
las interacciones proteína-proteína entre ellos estabilizan el complejo 
ternario de DNA compuesto por NEFAT, AP1 y DNA (Fig. 7-32a). Tal 


unen a sitios ve 
que regula el gen que codifica l 
del gen IL-2 es crucial para la res 


tores para estas secue 
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unión cooperativa al DNA de varios factores de transcripción da como 
resultado una complejidad combinatoria del control de la transcripción. 
En consecuencia, = 2 000 factores de transcripción codificados en el ge- 
noma humano se pueden unir al DNA por medio de un número mu- 


cho más grande de interacciones cooperativas, dando como resultado 


un control transcripcional único para cada uno de los = 25 000 genes 
humanos. En el caso de IL-2, la transcripción se produce solo cuando se 
activan ambos NFAT, lo que da como resultado su transporte desde el 


citoplasma hasta el núcleo, y se sintetizan las dos subunidades de API. 
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FIGURA 7-32 Unión cooperativa de dos factores de transcripción no 
relacionados a sitios vecinos en un elemento de control compuesto. 
(a) Por sí mismos, los factores de transcripción monomérico NFAT y 
heterodimérico AP1 tienen baja afinidad por sus respectivos sitios de unión 
en la región proximal al promotor (1-2. Las interacciones proteina-proteína 
entre NFAT y AP1 suman a la estabilidad global del complejo DNA-NAFT-AP1 
de manera tal que las dos proteínas se unen al sitio compuesto de manera 
cooperativa. (b) La unión cooperativa del DNA por el SRF dimérico y el SAP-1 
monomérico puede suceder cuando sus sitios de unión están separados por 
5 a =30 pb y cuando el sitio de unión a SAP-1 está invertido debido al dominio 
caja B de SAP-1 por una región conectora flexible de la cadena polipeptídica 
de SAP1 (línea de puntos). ((a) Véase L. Chen y cols, 1998, Nature 392:42; (b) véase M. Hassler y T 
J. Richmond, 2001, EMBO . 20:3018] 
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Estos acontecimientos están controlados por vías de transducción de 
la señal distintas (Caps. 15 y 16) y permiten el control riguroso de la 
expresión de IL-2. 

La unión cooperativa de NFAT y AP] se produce solo cuando sus 
sitios de unión débiles están posicionados lo bastante cerca entre sí en 
el DNA. Los sitios deben localizarse a una distancia precisa uno de otro 
para la unión eficaz. Los requerimientos para la unión cooperativa no 
son estrictos en el caso de algunos otros factores de transcripción y re- 
giones de control. Por ejemplo, la región de control de EGR-1 contiene 
un sitio de unión compuesto al cual se unen en forma cooperativa los 
factores de transcripción SRF y SAP1 (véase la Fig. 7-32b). Debido a 
que SAP1 tiene un dominio largo y flexible que interactúa con SRF, las 
dos proteínas pueden unirse de manera cooperativa cuando sus sitios 
individuales en el DNA están separados por cualquier distancia hasta 
=30 pares de bases o están invertidos uno en relación con el otro. 


Complejos multiproteicos se forman 
sobre los potenciadores 


Como se mencionó anteriormente, los potenciadores suelen tener una 
longitud que varía entre 50 y 200 pares de bases e incluyen sitios de 
unión para diversos factores de transcripción. El análisis de los poten- 
ciadores de = 50 pb que regulan la transcripción del interferón P, una 
proteína importante en defensa contra infecciones virales en los ver- 
tebrados, proporciona un buen ejemplo de uno de los pocos hasta el 
momento de la estructura de los dominios de unión al DNA que se 
unen a los diversos sitios de unión a factores de transcripción que com- 
prenden un potenciador (Fig. 7-33). El término potencisoma se acuñó 
para describir esos grandes complejo proteína-DNA que se ensamblan 
a partir de los factores de transcripción a medida que éstos se unen en 
sus múltiples sitios de unión en un potenciador. 


; ATF-2 


FIGURA 7-33 Modelo del potencisoma que se forma en el potenciador 
del interferón $. Dos factores heterodiméricos, Jun/ATF-2 y p50/RelA (NF-yB), 
y dos copias de cada uno de los factores de transcripción monoméricos IRF-3 
e IRF-7 se unen a los seis sitios de unión superpuestos en este potenciador. 
(Adaptado de D. Penne, T. Manniatis y S. Harrison, 2007, Cell 129:1111, 
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CONCEPTOS CLAVE de la Sección 7.4 


Secuencias reguladoras en los genes que codifican 
proteínas y las proteínas mediante las cuales 
funcionan 


« La expresión de los genes que codifican las proteínas eucariontes en 
general es regulada por medio de múltiples regiones de control de 
unión a proteína que se localizan cerca O lejos del sitio de inicio de la 
transcripción (Fig. 7-22). 


« Los promotores dirigen la unión de la RNA polimerasa 1 al DNA, 
determinan el sitio de iniciación de la transcripción e influyen en la 
velocidad de transcripción. 


- Se han identificado tres tipos principales de secuencias promotoras 
en el DNA eucarionte. La caja TATA prevalece en los genes con alta tasa 
de transcripción. Los promotores iniciadores se encuentran en algunos 
genes y las islas CpG, los promotores para el 60-70% de los genes qu 


codifican proteínas en los vertebrados, son características de los genes 
con bajas tasas de transcripción. 


* Los elementos proximales al promotor se producen dentro de las 
= 200 pares de bases de un sitio de inicio. Varios de tales elementos, qué 
contienen = 6-10 pares de bases, pueden ayudar a regular un gen particular. 


* Los potenciadores, que contienen varios elementos de control corl0% 
pueden ubicarse entre 200 y 10 000 pares de bases corriente arriba 0 


corriente abajo de un promotor, dentro de un intrón, o corriente a 
del exón final del gen. 


Los elementos proximales a los promotores y los potenciadorcs suelen 


qn específicos del tipo celular, y funcionan solo en tipos celulares dl 
cíficamente diferenciados. 


. dE dl . ANscrip” 
Los factores de transcripción, que estimulan o reprimen la transcri 


he ne y pOr 
ción, se unen a elementos reguladores proximales a promoto/ ds 
tenciadores en el DNA eucarionte 


« Los acuivadores y los represores de la transcripción en general son 
proteínas modulares que contienen un único dominio de unión al 
DNA y uno o unos pocos dominios de activación (para los activadores) 
o dominios de represión (para los represores). Los diferentes dominios 
, 


con frecuencia están unidos por medio de regiones polipeptídicas flexi- 


7 


bles (véase la Fig. 7-27). 


« Entre los motivos estructurales más comunes que se encuentran en 
los dominios de unión al DNA de los factores de transcripción euca- 
riontes se encuentran los dedos de cinc C,H,, homeodominio, héli- 
ce-bucle-hélice (HBHb) y cremallera básica (cremallera de leucina) 
Todos estos y muchos otros motivos de unión al DNA contienen uno 


o más hélices O. que interactúan con los surcos Mayores en sus sitios 
afines en el DNA. 


* Los dominios de activación y represión en los factores de transcrip- 
ción exhiben una variedad de secuencias de aminoácidos y estructuras 
tridimensionales. En general, estos dominios funcionales interactúan 
con coactivadores y correpresores, los cuales son críticos para la capa- 
cidad de los factores de transcripción de modular la expresión del gen. 


* Las regiones de control de la transcripción de la mayoría de los genes 
contienen los sitios de unión para múltiples factores de transcripción. 
La transcripción de tales genes varía dependiendo del particular reper- 
torio de los factores de transcripción que son expresados y activados en 
una célula y en un momento particular. 


* La complejidad combinatoria en el control de la transcripción resulta 
de las combinaciones alternativas de los monómeros que forman los 
factores de transcripción heterodiméricos (véase la Fig. 7-31) y de la 
unión cooperativa de los factores de transcripción a los sitios de con- 
trol compuestos (véase la Fig. 7-32). 


* La unión de múltiples activadores a sitios cercanos en un potenciador 
forma un complejo multiproteína llamado un potencisoma (véase la 
Fig. 7-33). 


7.5 Mecanismos moleculares de represión 
y activación de la transcripción 


Los represores y activadores que se unen a sitios específicos en el DNA y 
regulan la transcripción de los genes que codifican proteínas Asociadas 
lo hacen mediante tres mecanismos generales. Primero, estas proteínas 
reguladoras actúan en concierto con otras proteínas que modulan la 
estructura de la cromatina, inhibiendo o estimulando la capacidad de 
los factores de transcripción generales para unirse a los pratiotores: 
Recordar del Capítulo 6 que el DNA en las células aranonies no está 
libre sino que está asociado con una masa de proteínas casi igual en 
forma de cromatina. La unidad estructural básica de la cromatina es el 
nucleosoma, compuesto por = 147 pares de bases de DNA enrollada 
fuertemente alrededor de un centro con forma de disco de proteínas 
histonas. Los residuos dentro de la región N-terminal de cada histona y 
las regiones C-terminales de las histonas H2A y H2B, llamadas colas de 
histonas, se extienden desde la superficie del nucleosoma y pueden mo- 
dificarse reversiblemente (véase la Fig. 6-31b). Tales modificaciones in- 
fluyen en la condensación relativa de la cromatina y por lo tanto en su 
accesibilidad para las proteínas necesarias para la iniciación de la laa 
cripción. Además de su función en dicho control de la transcripción 


mediante la cromatina, los activadores y los represores interactúan con 

un complejo multiproteína grande llamado el mediador del complejo de 

transcripción, o simplemente mediador. Este complejo a su vez se une 

a la Pol II y directamente regula el ensamblaje de los complejos de pre- 

iniciación de la transcripción. Además, algunos dominios de activación 
interactúan con las subunidades TFIID-TAF u otros componentes del 
complejo de preiniciación, las interacciones que contribuyen al ensam- 
blado del complejo de preiniciación. Finalmente, los dominios de acti- 
vación también pueden interactuar con el factor de elongación P-TEFb 
(CDKO9-ciclina T) y otros factores hasta el momento desconocidos para 
estimular la elongación de la Pol II lejos de la región promotora. 

En esta sección, revisaremos el conocimiento actual de cómo los 
represores y activadores controlan la estructura de la cromatina y el 
ensamblado del complejo de preiniciación. En la siguiente sección del 
capítulo analizaremos cómo las concentraciones y las actividades de los 
activadores y represores son controladas por ellos mismos, de manera 
tal que la expresión génica esté en sintonía de manera precisa con las 
necesidades de la célula y del organismo. 


Formación de genes de silenciamiento 
de la heterocromatina 


Durante muchos años, ha quedado claro que los genes inactivos en las 
células eucariontes suelen estar asociadas con la heterocromatina, las 
regiones de la cromatina que están más altamente condensadas y se 
tiñen más oscuro con colorantes de DNA que la eucromatina, donde 
se localiza la mayoría de los genes (véase la Fig. 6-33a). Las regiones de 
los cromosomas cerca de los centrómeros y los telómeros y las regiones 
adicionales específicas que varían en los diferentes tipos de células se 
organizan en la heterocromatina. El DNA en la heterocromatina es me- 
nos accesible a las proteínas añadidas externamente que el DNA en la 
eucromatina y, en consecuencia, suele referirse como cromatina “cerra- 
da”. Por ejemplo, en un experimento descripto en el Capítulo 6, se en- 
contró que el DNA de los genes inactivos es más resistente a la digestión 
por DNasa 1 que el DNA de los genes transcritos (véase la Fig. 6-32). 

El estudio de las regiones del DNA en S. cerevisiae que se com- 
portan como la heterocromatina de los eucariontes superiores pro- 
porciona una visión temprana en la represión mediada por la cro- 
matina de la transcripción. Esta levadura puede crecer ya sea como 
células haploides o diploides. Las células haploides presentan uno de 
los dos tipos de apareamiento posibles, llamados a y Q.. Las células 
de los diferentes tipos de apareamiento pueden “aparearse”, o fusio- 
narse, para generar una célula diploide. Cuando una célula haploide 
se divide por gemación, la célula “madre” más grande alterna su tipo 
de apareamiento. Los análisis genéticos y moleculares revelaron que 
los tres loci genéticos en el cromosoma 111 de la levadura controlan 
el tipo de apareamiento de las células de levadura (Fig. 7-34). Solo el 
locus de tipo de apareamiento central, llamado MAT, se transcribe 
en forma activa y expresa factores de transcripción, (al, o 01 y 012) 
que regulan los genes que controlan el tipo de apareamiento. En una 
célula dada, una secuencia de DNA ya sea a o OL se localiza en el MAT. 
Los dos loci adicionales, llamados HML y HMR, cerca del telómero 
izquierdo y derecho, respectivamente, contienen copias “silenciosas” 
(que no se transcriben) de los genes ya sea a o QL. Estas secuencias se 
transfieren de manera alternativa a partir de HMLa o HMLa al loci 
MAT por un tipo de recombinación no recíproca entre cromátidas 
hermanas durante la división celular. Cuando el locus MAT contie- 
ne la secuencia de DNA del HMLo,, las células se comportan como 
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FIGURA 7-34 Reordenamiento en los loci del tipo de apareamiento 
en el cromosoma lll de la levadura $. cerevisiae. Los genes del tipo de 
apareamiento (ya sea a o Q., según la cepa) silenciosos (no se expresan) se 
localizan en el locus HML. El gen del tipo de apareamiento opuesto está 
presente en el locus HMA silencioso. Cuando las secuencias a o a están 
presentes en el locus MAT, pueden transcribirse a los mRNA cuyas proteínas 


células £. Cuando el locus MAT contiene la secuencia de DNA del 
HMKRa, las células se comportan como células a. 

Nuestro interés aquí es cómo se reprime la transcripción de los loci 
del tipo de apareamiento silencioso en HML y HMR. Si los genes en los 
loci se expresan, como en los mutantes de levadura con defectos en el 
mecanismo de represión, se expresan tanto las proteínas a como Ql, cau- 
sando que las células se comporten como células diploides, que no se 
pueden aparear. Los promotores y las UAS que controlan la transcrip- 
ción de los genes a y O: se encuentran cerca del centro de la secuencia 
de DNA que es transferido y son idénticas si las secuencias se encuen- 
tran en el locus MAT o en uno de los loci silenciosos. Esto indica que 
la función de los factores de transcripción que interactúan con estas 
secuencias debe de alguna manera ser bloqueada en HML y HMR pero 
no en el loci MAT. Esta represión de los loci silenciosos depende de las 
secuencias silenciadoras localizadas cerca de la región al DNA trans- 

ferido a HML y HMR (Fig. 7-34). Si se elimina el silenciador, el locus 
adyacente se transcribe. Notablemente, cualquier gen colocado cerca 
de la secuencia silenciadora del tipo de apareamiento de la levadura 
mediante técnicas de DNA recombinante es reprimido, o “silenciado”, 
incluso un gen tRNA tanscrito por la RNA polimerasa III, que usa un 
conjunto diferente de factores de transcripción generales de los que usa 
la RNA polimerasa II, como se analiza después. 

Varias líneas de evidencia indican que la represión de los loci HML 
y HMR es el resultado de la estructura condensada de la cromatina que 
bloquea desde el punto de vista estérico a los factores de transcripción y 
evita que interactúen con el DNA. En un experimento revelador, el gen 
que codifica una enzima de E. coli que metila los residuos de adenina 
en las secuencias GATC se introdujo en las células de levadura bajo el 
control de un promotor de levadura de manera tal que la enzima se ex- 
presó. Los investigadores encontraron que las secuencias GATC dentro 
del locus MAT y la mayoría de otras regiones del genoma en estas célu- 
las estaban metiladas, pero no aquellas dentro de los loci HML y HMR. 
Estos resultados indican que el DNA de los loci silenciosos se encuentra 
inaccesible a la metilasa de E. coli y presumiblemente a las proteínas en 
general, incluidos los factores de transcripción y la RNA polimerasa. 
De manera similar, los experimentos realizados con varios mutantes de 
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I fenotipo del tipo de apareamiento de la célula. Las 
secuencias silenciadoras cerca de HML y HMR unen proteins que son cruciales 
para la represión de estos loci silenciosos. Las células haploides pueden 
cambiar sus tipos de apareamiento en un proceso que transhere la secuencia 
de DNA desde HML o HMR hasta el locus MAT transcripcionalmente activo, 


codificadas especifican e 


histona de levaduras indicaron que las interacciones específicas invo- 
lucran las colas de histonas de H3 y H4 son necesarias para la forma- 
ción de una estructura de cromatina completamente reprimida. Otros 
estudios han demostrado que los telómeros de cada cromosoma de 
levadura también se comporta como las secuencias silenciadoras. Por 
ejemplo, cuando un gen se coloca a unas pocas kilobases de cualquier 
telómero de levadura, se reprime su expresión. Además, esta represión 
es aliviada por las mismas mutaciones en las colas de histonas H3 y H4 
que interfieren con represiones en los loci del tipo de apareamiento 
silencioso. 

Los estudios genéticos llevan a la identificación de varias proteínas, 
RAP] y tres proteínas SIR, que son necesarias para la represión de los 
loci de tipo de apareamiento silencioso y los telómeros en la levadura. 
Se encontró que RAP1 se une dentro de las secuencias silenciadoras 
de DNA asociadas con HML y HMR y a una secuencia que se repite 
múltiples veces en cada telómero de cromosomas de levadura. Estudios 
bioquímicos adicionales demostraron que la proteína SIR2 es una his- 
tona desacetilasa; elimina los grupos acetilos de las lisinas de las colas 
de histona. También, las proteínas RAP1 y SIR2, 3 y 4 se unen entre sí, 
y SIR3 y SIR4 se unen a colas N-terminales de las histonas H3 y H4 
que se mantienen en un estado en gran parte desacetilado mediante 
la actividad desacetilasa de SIR2. Los diversos experimentos que usan 
microscopia confocal fluorescente de células de levadura, ya sea teñidas 
con anticuerpos marcados con fluorescencia a cualquiera de las pro- 
teínas SIR o RAP1 o hibridadas a una sonda de DNA marcada espe- 
cífica para el telómero, revelaron que estas proteínas forman grandes 
estructuras nucleoproteicas teloméricas condensadas que se asemejan 
a la heterocromatina que se encuentra en los eucariontes superiores 
(Fig. 7-35a, b, c). 

La Figura 7-35d describe un modelo de la cromatina que medi 
silenciamiento en telómeros de levadura sobre la base de éstos y Otro? 
estudios. La formación de la heterocromatina en los telómeros está nu” 
cleada por múltiples proteínas RAP1 unidas a secuencias repetidas en 
una región libre de nucleosoma al final del extremo de un telómero- 
Una red de interacciones proteína-proteína que involucran al telómero 
unido a RAPl, tres proteínas SIR (2, 3 y 4) y las histonas hipoacetila- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 7-35 Anticuerpos y sondas de DNA colocalizan 


la proteína SIR3 con la heterocromatina telomérica en ee 
levadura. (a) Microfotografía confocal de 0,3 mm de pl e 
tres células de levadura diploide, cada una conteniendo 68 telomeros. E 
telómeros se marcaron mediante hibridación con una sonda a 
específica de telómero (amarilla). El DNA se tiñó de rojo para reve ja 
núcleos. Los 68 telómeros se reúnen en una cantidad de pa od 
menor cerca de la periferia del núcleo. (b, c) Las di A pie 
las células de levadura con una sonda de hibridación dde e A 

(b) y un anticuerpo marcado con fluorescencia especifico 2 iaa 
Nótese que SIR3 se localiza en la presencia de a tea am 
reprimida. Experimentos similares:cos dolce atina telomérica 
estas proteínas también se colocalizan con la a Io 
reprimida. (d) Modelo esquemático del mecanismo de sile 
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telómeros de levadura. (Arriba a la izquierda) Múltiples copias de RAP1 se 

unen a una secuencia repetida simple en cada región telomérica que carece 
de nucleosomas. SIR3 y SIR4 se unen a RAP1 y SIR2 se une a SIR4, SIR2 es 

una histona desacetilasa que desacetila las colas de las histonas vecinas del 
sitio de unión a RAP1 repetido. (Medio) Las colas de histonas hipoacetiladas 
también son sitios de unión de SIR3 y SIR4, que a su vez unen SIR2 adicional, 
desacetilando histonas vecinas. La repetición de este proceso da como 
resultado la diseminación de la región de las histonas hipoacetiladas con 

SIR2, SIR3 y SIR4 asociadas. (Abajo) Las interacciones entre los complejos de 
SIR2, SIR3 y SIR4 causan que la cromatina se condense y diversos telómeros se 
asocien, como se muestra en a-c. La estructura de cromatina de orden superior 
generada bloquea estéricamente a otras proteínas de la interacción con el 
DNA subyacente. (Partes (a)-(c) de M. Gotta y cols,, 1996, J. Cell Biol. 134:1349; cortesía de M.G 
Laroche y S. M. Gasser. Parte (d) adaptado de M. Grunstein, 1997, Curr, Opin. Cell Biol. 9: 383.] 
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das H3 y H4 crean un complejo nucleoproteico de orden superior que 
incluye telómeros y en los cuales el DNA es en gran parte inaccesible a 
las proteínas externas. Una proteína adicional, SIR1, también es nece- 
saria para silenciar los loci del tipo de apareamiento. Se une a las regio- 
nes silenciadoras asociadas con HML y HMR junto con RAP1 y otras 
proteínas para iniciar el ensamblado de un complejo multiproteico de 
silenciamiento similar que abarca a HML y HMR. 

Una característica importante de este modelo es la dependencia 
de la represión de la hipoacetilación de las colas de histona. Esto se 
demostró en los experimentos con mutantes de levadura que expre- 
san histonas en las cuales las lisinas en los extremos N-terminal de 
histonas se sustituyeron con argininas o glutaminas o glicinas. La 
arginina está positivamente cargada al igual que la lisina pero no 
puede ser acetilada. La glutamina, por otro lado, es neutral y estimu- 
la la carga neutral de la lisina acetilada, y la glicina, sin cadena lateral, 
también imita la ausencia de una lisina cargada positivamente. La 
represión en los telómeros y en los loci del tipo de apareamiento fue 
defectuosa en los mutantes con sustituciones de glutamina y glicina 
pero no en mutantes con sustituciones de arginina. Además, la ace- 
tilación de las lisinas de H3 y H4 interfiere con la unión por parte 
de SIR3 y SIR4 y, por consiguiente, evita la represión en los loci de 
silenciamiento y los telómeros. Finalmente, los experimentos de in- 
munoprecipitación de la cromatina (Fig. 7-16a) usando anticuerpos 
específicos para las lisinas acetiladas en posiciones particulares en 
las colas N-terminal de histona (Fig. 6-31a) confirmaron que las his- 
tonas en las regiones reprimidas cerca de los telómeros y en los loci 
de apareamiento silencioso están hipoacetiladas, pero se tornan hi- 
peracetiladas en los mutantes sir cuando los genes en estas regiones 
no están reprimidos. 


Los represores pueden dirigir la desacetilación 
en genes específicos 


La importancia de la desacetilación de histonas en la represión de ge- 
nes mediada por la cromatina fue posteriormente avalada por estu- 
dios de los represores de eucariontes que regulan genes en las posi- 
ciones cromosómicas internas. Estas proteínas se sabe que actúan en 
parte al causar la desacetilación de las colas de histona en los nucleo- 
somas que se unen a la caja TATA y la región proximal al promotor 
de los genes que estos reprimen. Los estudios in vitro han demos- 
trado que cuando el DNA de los promotores está ensamblado en un 
nucleosoma con histonas desacetiladas, los factores de transcripción 
generales no pueden unirse a la caja TATA y a la región de iniciación. 
En las histonas desacetiladas, las lisinas N-terminales están cargadas 
positivamente y pueden interactuar con los fosfatos del DNA. Las co- 
las de histonas desacetiladas también interactúan con los octámeros 
de histonas vecinas y otras proteínas asociadas con la cromatina, lo 
que favorece el plegamiento de la cromatina en estructuras de orden 
superior condensadas cuyas conformaciones precisas no se compren- 
den bien. El efecto neto es que los factores de transcripción generales 
no pueden ensamblarse en un complejo de preiniciación en un pro- 
motor asociado con las histonas hipoacetiladas. Por el contrario, la 
unión de los factores de transcripción generales está mucho menos 
reprimida por las histonas con colas hiperacetiladas en las cuales las 
lisinas positivamente cargadas están neutralizadas y se eliminan las 
interacciones electrostáticas. 
Las conexiones entre la desacetilación de histonas y la represión 
de la transcripción en promotores de levadura específicas se hizo 
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elos encontró que el cDNA que codifica una histo. 
¿ ana tenía una homología alta con el gen RPpy 
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O omplejo multiproteico grande que también CONtie- 
De A ao se une al dominio de represión de UMES, 
posicionando así a la histona desacetilasa RPD3 en el complejo, ds 
manera tal que pueda interactuar con los aos ee con 
proteínas cercanas y eliminar los.grupos acetilos E 2 lisinas de las 
colas de histonas. Experimentos adicionales, Usan O la técnica de in. 
munoprecipitación de la cromatina esquematizada en la Figura 7-]6, 
y los anticuerpos contra histonas con lisinas acetiladas demostraro», 
que en levaduras de tipo silvestre, unO O dos AU aso Ras en la vecin. 
dad inmediata de los sitios de unión de UME6 están hipoacetilados 
Estas regiones de DNA incluyen los PES de los genes repri- 
midos por UMES6. En los mutantes por deleción de sin3 y rpa3, estos 
promotores no solo estaban desrreprimidos, sino que los nucleoso- 
mas cerca de los sitios de unión de UME6 estaban hiperacetilados, 

Todos estos hallazgos avalan en gran medida el modelo de des- 
acetilación dirigido por represor demostrado en la Figura 7-36a, Fl 
complejo SIN3-RPD3 funciona como un correpresor. Los complejos 
de correpresor que contienen histonas desacetilasas también se han 
encontrado asociados con muchos represores de las células de ma- 
mífero. Algunos de estos complejos contienen el homólogo de ma- 
mífero de SIN3 (mSin3), que interactúa con el dominio de represión 
de los represores, como en la levadura. Otros complejos de histo- 
nas desacetilasas identificaron que las células de mamífero parecen 
contener proteínas de unión al dominio de represión diferentes o 
adicionales. Estos diversos represores y las combinaciones de los 
correpresores median la desacetilación de histonas en promotores 
específicos por un mecanismo similar al de la levadura (véase la Fig. 
7-36a). Además de la represión por medio de la formación de las 
estructuras de cromatina “cerrada”, algunos dominios de represión 
también inhiben el ensamblado de los complejos de preiniciacion 
en los experimentos in vitro con factores de transcripción generales 
purificados en ausencia de histonas. Esta actividad probablemente 
también contribuya a la represión de la transcripción mediante estos 
dominios de represión in vivo. 
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Los activadores pueden dirigir la acetilación 
de histonas en genes específicos 


Al igual que los represores funcionan mediante los correpresores que 
se unen a sus dominios de represión, los dominios de activación de 
los activadores que se unen al DNA funcionan mediante la unión de 
complejos multisubunidades de coactivadores. Uno de los primero 
complejos coactivadores en ser caracterizados fue el complejo SACA 
de levadura, que funciona con la proteína activadora GCN4 descripta 
en la Sección 7.4. Los primeros estudios genéticos indicaron qué 3 
actividad completa de los activadores GCN4 requiere de una prole" 
na llamada GCN5. La pista de la función de GCN5 provino de los 
estudios bioquímicos de una histona acetilasa purificada a parti" del 
protozoo Tetrahymena, la primera histona acetilasa en ser purificada: 
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Tetrahymena y GCN5 de la levadura, que pronto demostró también 
tener actividad histona acetilasa. Estudios bioquímicos y genéticos 
adicionales revelaron que GCN5 es una subunidad de un comple- 
jo multiproteico coactivador, llamado el complejo SAGA después de 
identificar genes que codifican algunas subunidades. Otra subunidad 
de este complejo histona acetilasa se une a los dominios de activación 
en las múltiples proteínas activadoras de la levadura, incluida GCNA. 
El modelo que se muestra en la Figura 7-36b es coherente con la ob- 
servación de que los nucleosomas cercanos a la región promotora de 
un gen regulado por el activador GCN4 son hiperacetilados específ- 
camente, en comparación con la mayoría de las histonas en las célu- 
las. Esta hiperacetilación dirigida por activador de los nucleosomas 
cercanos a la región promotora abre la estructura de la cromatina 
para facilitar de esta manera la unión de otras proteínas necesarias 
para la iniciación de la transcripción. La estructura eS la cromatina 
está menos condensada en comparación con la mayoria de la croma- 
tina, como lo indica su sensibilidad a la digestión con nucleasas en los 
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para las proteínas con bromodominios que se unen a ellos. Por ejem- 
plo, una subunidad del factor de transcripción general TFIID contiene 
dos bromodominios que se unen a los nucleosomas acetilados con alta 


afinidad. Recuérdese que TFIID se une al promotor para iniciar el en- 
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FIGURA 7-36 Mecanismo propuesto de la 
desacetilación de histonas y la hiperacetilación 
en el control de la transcripción de la levadura. (a) 
Desacetilación de las colas N-terminales de histonas 
dirigida por represor. El dominio de unión al DNA 
(DBD) del represor UME6 interactúa con un elemento 
de control específico corriente arriba de los genes que 
regula. El dominio de represión (RD) se une a SIN3, una 
subunidad de un complejo multiproteína que incluye a 
RPD3, una histona desacetilasa. La desacetilación de las 
colas N-terminales de histonas en los nucleosomas en 
la región del sitio de unión a UME6 inhibe la unión de 
s% los factores de transcripción generales a la caja TATA, y 
reprimen así la expresión génica. (b) Hiperacetilación 
dirigida por activador de las colas N-terminales de 
histonas. El dominio de unión al DNA del activador 
GCNA interactúa con secuencias de activación 
corriente arriba (UAS) específicas de los genes que 
regula. El dominio de activación (DA) de GCN4 luego 
interactúa con un complejo multiproteína histona 
acetilasa que incluye a la subunidad catalítica GCNS5. 
La hiperacetilación posterior de las colas N-terminales 
de las histonas en los nucleosomas en la vecindad del 
sitio de unión a GCMA facilita el acceso a los factores de 
transcripción generales necesarios para la iniciación. 
La represión y la activación de muchos genes en los 
eucariontes superiores se producen por mecanismos 
similares. 


samblado de un complejo de preiniciacion de la RNA polimerasa II 
(véase la Fig. 7-17). Los nucleosomas en las regiones promotoras de 
virtualmente todos los genes activos están hiperacetilados. 

Un mecanismo de activación similar funciona en los eucariontes 
superiores. Las células de mamífero contienen complejos multisubuni- 
dades de histonas acetilasa coactivador homólogos al complejo SAGA 
de la levadura. Éstos también expresan dos proteínas multidominios 
de =300 kDa llamadas CBP y P300, que funcionan de manera similar. 
Como se mencionó anteriormente, un domino de CBP se une al do- 
minio de activación acídico en el factor de transcripción CREB. Otros 
dominios de CBP interactúan con diferentes dominios de activación 
en otros activadores. Sin embargo, otro domino de CBP tiene actividad 
histona acetilasa y otro dominio CBP se asocia con complejos multi- 
subunidades histona acetilasa adicionales. CREB y muchos otros acti- 
vadores de mamíferos funcionan en parte por la dirección de CBP y el 
complejo histona acetilasa asociado con los nucleosomas específicos, 
donde acetilan las colas de histona, y facilitan la interacción de los fac- 
tores de transcripción generales con DNA de promotor. 


Los factores de remodelación de la cromatina 
contribuyen a activar o a reprimir la transcripción 


Además de los complejos de histona acetilasa, los complejos multipro- 
teína de remodelación de la cromatina también son necesarios para la 
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FIGURA 7-37 La expresión de proteínas de fusión demuestra la 
descondensación en respuesta a un dominio de activación. Mediante 
ingeniería genética se diseñó una línea celular de hámster cultivada para 
que contenga múltiples copias de un arreglo en tándem de las secuencias 
operadoras lac de E. coli integradas en un cromosoma en una región de 
heterocromatina. (a) Cuando un vector de expresión para el represor lac se 
transfectó a estas células, los represores lac unidos a los sitios operadores 

se podían visualizar en una región de la cromatina condensada usando un 
anticuerpo contra el represor lac (rojo). El DNA se visualizó mediante tinción 
con DAPI (azul), revelando el núcleo, (b) Cuando un vector de expresión para 
el represor lac fusionado a un dominio de activación fue transfectado a estas 
células, la tinción como en (a) reveló que el dominio de activación causa que 
esta región de la cromatina se descondense y se forme una fibra de cromatina 


más delgada que ocupa un volumen mucho más grande del núcleo. [Cortesía de 
Andrew S. Belmont, 1999, J. Cell Biol. 145:1341] 


activación de muchos promotores. El primero de éstos caracterizados 
fue el complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF de levadura. 
Una de las subunidades SWI/SNF tiene homología con las DNA helica- 
sas, enzimas que utilizan energía de la hidrólisis de ATP para interrum- 
pir interacciones entre ácidos nucleicos con apareamientos de bases o 
entre ácidos nucleicos y proteínas. In vitro, se piensa que el complejo 
SWI/SNF impulsa o presiona el DNA en los nucleosomas de manera tal 
de que el DNA unido a la superficie del octámero de histona se disocia 
transitoriamente de la superficie y se trasloca, provocando que los nu- 
cleosomas se “deslicen” a lo largo del DNA. El resultado neto de tal re- 
modelación de la cromatina es la de facilitar la unión de los factores de 
transcripción a secuencias de DNA específicas en la cromatina. Muchos 
dominios de activación se unen a los complejos de remodelación de la 
cromatina, y esta unión estimula la transcripción in vitro a partir de los 
moldes de la cromatina (DNA unido a los nucleosomas). Por lo tanto, 
el complejo SWI1/SNF representa otro tipo de complejo coactivador. El 
experimento que se muestra en la Figura 7-37 demuestra radicalmente 
cómo un dominio de activación puede causar la descondensación de 
una región de la cromatina. Esto resulta de la asociación del dominio 
de activación con los complejos de histona acetilasa y de remodelación 
de la cromatina. 

Los complejos de remodelación de la cromatina son necesarios 
para muchos de los procesos que involucran el DNA en las células 
eucariontes, incluido el control de la transcripción, la replicación del 
DNA, la recombinación y la reparación del DNA. En las células euca- 
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riontes se encuentran diversos tipos de complejos de remodelación, de 
la cromatina, todos con dominios homólogos a la DNA helicasa. Los 
complejos SWI/SNF y los complejos de remodelación de la cromatina 
relacionados en los organismos multicelulares contienen subunid,. 
des con bromodominios que se unen a las colas de histona acetila. 
das. En consecuencia, los complejos SWI/SNF permanecen asociados 
con regiones acetiladas activadas de la cromatina, presumiblemente 
manteniéndola en una conformación descondensada. Los complejos 
de remodelación de la cromatina pueden también participar en la 
represión de la transcripción. Estos complejos de remodelación de 
la cromatina se unen a los dominios de represión de la transcripción 
de los represores y contribuyen a la represión, presumiblemente me- 
diante el plegamiento de la cromatina en estructuras condensadas. 
Queda mucho por aprender acerca de cómo esta clase importante de 
proteínas altera la estructura de la cromatina para influir en la expre- 
sión génica y en otros procesos. 


El complejo mediador forma un puente molecular 
entre los dominios de activación y la Pol Il 


Una vez que la interacción de los dominios de activación con los com- 
plejos de histona acetilasa y los complejos de remodelación de la cro- 
matina convierten la cromatina de una región promotora en una es- 
tructura de cromatina “abierta” que permite la unión de los factores 
generales de transcripción, los dominios de activación interactúan con 
otro complejo multiproteína coactivador, el mediador (Fig. 7-38). La 
activación de las interacciones dominio-mediador estimulan el ensam- 
blado del complejo de preiniciación en el promotor. Se ha propuesto 
que los dominios cabeza e intermedio del complejo mediador interac- 
túan directamente con las subunidades RBP3, 4, 7 y 11 de Pol II. Diver- 
sas subunidades del mediador se unen a los dominios de activación en 
varias proteínas activadoras. Por lo tanto, el mediador puede formar un 
puente molecular entre un activador unido a su sitio afín en el DNA y 
la Pol ll en un promotor. 

Los experimentos con mutantes de levadura sensibles a la tempe- 
ratura indican que algunas subunidades del mediador son necesarias 
para la transcripción de prácticamente todos los genes de la levadura. 
Estas subunidades muy probablemente contribuyan a mantener la es- 
tructura global del complejo mediador o unirse a Pol I y, por lo tanto, 
son necesarias para la activación por parte de todos los activadores. 
Por el contrario, otras subunidades del mediador son necesarias para 
la activación o la represión normal de subgrupos específicos de genes. 
Los análisis de micromatrices de DNA de expresión génica de la leva- 
dura en mutantes con defectos en estas subunidades mediadoras in- 
dican que cada una de tales subunidades influye en la transcripción 
de = 1006 de todos los genes, en la medida que su deleción incremen- 
teo disminuya la expresión de mRNA por un factor de dos o más (véa- 
se la Fig. 5-29 para la técnica de micromatrices de DNA). Se cree que 
estas subunidades mediadoras interactúan con los dominios de activa- 
ción; por ende, cuando una subunidad es defectuosa, la transcripción 
de los genes regulados por los activadores que se unen a esa subunidad 
intensamente disminuida, pero la transcripción de otros genes no se ve 
afectada. Estudios recientes sugieren que la mayoría de los dominios de 
activación pueden interactuar con más de una subunidad de mediador. 

Los diversos resultados experimentales que indican que las subu- 
nidades del mediador se unen a dominios de activación específicos 
sugieren que múltiples activadores influyen en la transcripción a par- 
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tir de un único promotor mediante la interacción con un complejo 
mediador de manera simultánea (Fig. 7-39). Los activadores unidos 
a los potenciadores o a los elementos proximales a los promotores 
pueden interactuar con los mediadores asociados con un promotor 
debido a que la cromatina, al igual que el DNA, es flexible y puede 
formar un bucle que junta muy cercanamente las regiones reguladoras 
y el promotor, como se observó para el activador NtrC de E. coli y la 
RNA polimerasa o%* (véase la Fig. 7-4). Los complejos multiproteína 
nucleoproteicos que se forman sobre los promotores eucariontes pue- 
den abarcar tanto como 100 polipéptidos con una masa total de = 3 


megadaltons (MDa), tan grande como un ribosoma. 


FIGURA 7-38 Estructura de los complejos mediadores humanos y de 

levadura. (a) Imagen reconstruida del mediador de 5. cerevisiae unida a Pol ll. 

Múltiples imágenes de microscopia electrónica se alinearon y se procesaron 
ta imagen promedio en la cual la estructura 


por computadora para producir es ) 
tridimensional de Pol Il (anaranjado claro) se muestra asociada con el 
complejo mediador de levadura (azul). (b) Representación en diagrama de las 


subunidades mediadoras de S. cerevisiae. Las subunidades que se muestran 
del mismo color se cree que forman UN módulo. Las mutaciones en una 
subunidad de un módulo pueden inhibir la asociación de otras subunidades 
en el mismo módulo con el resto del complejo. (c) Representación de las 
subunidades mediadoras humanas. [Parte (a), de S. Hahn, 2004, Nat. Struct. Mol Biol. 11:394, 


basada en J. Davis y cols, 2002, Mol. Cell 10:409. Parte (b), de B. Guglielmi y cols, 2004, Nucl. Aciós 
Res. 32:5379. Parte (c), adaptado de S. Malik y R. G. Roeder, 2010, Nat. Rev. Genet. 11:761. Véase H.M. 


Bourbon, 2008, Nucl. Acids Res. 36:3993.) 


Sistema de doble híbrido de levadura 


Un poderoso método genético molecular llamado el sistema de doble hí 
brido de levadura explota la flexibilidad en las estructuras de aa d i 
res para identificar genes cuyos productos se unen a proteínas es ba 
ps IlerEs Debido a la importancia de las interacciones dl 
PR a pasa cada proceso biológico, el sistema de doble híbrido 
se ura 0 ampliamente en la investigación biológica. 

es Ñ rates ce vector de levadura para la expresión de un 
o y una región conectora flexible sin los do- 

ctivación asociados, como el GALA suprimido que contiene 
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FIGURA 7-39 Modelo de varios activadores unidos al DNA que 
interactúan con un único complejo mediador. La capacidad de diferentes 
subunidades del mediador para interactuar con dominios de activación 
específicos puede contribuir a la integración de señales de diversos 
activadores en un único promotor. Para más detalles véase el texto. 


los aminoácidos 1-692 (véase la Fig. 7-26b). Una secuencia de cCDNA 
que codifica una proteína o un dominio de interés de la proteína, lla- 
mado el dominio cebo, se fusiona, manteniendo el marco de lectura, a 
una región conectora flexible de manera tal que el vector expresará una 
proteína híbrida compuesta del dominio de unión al DNA, la región 
conectora, y el dominio cebo (Fig. 7-40a, izquierda). Se clona una biblio- 
teca de CONA en múltiples copias de un segundo vector de levadura 
que codifica un dominio de activación fuerte y un conector flexible 
para producir una biblioteca de vectores que expresan múltiples pro- 
teínas híbridas, cada una conteniendo un dominio pez diferente (Fig. 
7-40a, derecha). 

El vector cebo y la genoteca de vectores pez se transfectan lue- 
go a células de levadura genéticamente modificadas, en las cuales la 
única copia de un gen necesario para la síntesis de histidina (HIS) 
está bajo control de una UAS con sitios de unión para el dominio de 
unión al DNA de la proteína cebo híbrida. La transcripción del gen 
HIS requiere la activación por parte de las proteínas unidas a la UAS. 
Las células transformadas que expresan al híbrido cebo y un híbrido 
pez interactuante serán capaces de activar la transcripción del gen HIS 
(Fig. 7-40b). Este sistema funciona debido a la flexibilidad en el es- 
paciamiento entre los dominios de unión al DNA y los dominios de 
activación de los activadores eucariontes. 

Se utiliza un proceso de selección de dos pasos (Fig. 7-40c). El vec- 
tor cebo también expresa un gen TRP de tipo silvestre y el vector híbri- 
do expresa un gen LEU de tipos silvestre. Las células transfectadas pri- 
mero se cultivan en un medio que carece de triptófano y leucina pero 
que contiene histidina. Solo las células que han incorporado el vector 
cebo y uno de los plásmidos pez sobrevivirán en este medio. Luego, 
las células que sobreviven son cultivadas en un medio que carece de 
histidina. Aquellas células que expresan un híbrido pez que no se une 
al híbrido cebo transcriben el gen HIS y, en consecuencia, no formarán 
una colonia en un medio que carece de histidina. Las pocas células que 
expresan un híbrido pez de unión a cebo crecerán y formarán colonias 
en la ausencia de histidina. La recuperación de los vectores pez a partir 
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de estas colonias producirá cDNA que codifican dominios de proteína 


que interactúan con el dominio cebo. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 7.5 
Mecanismos moleculares de represión y activación 
de la transcripción 


« Los activadores y los represores de la transcripción eucarionte ejer- 
cen sus efectos en gran medida al unirse a las multisubunidades de 
los coactivadores y correpresores que influencian el ensamblaje de los 
complejos de preiniciación de la transcripción Pol IL, ya sea al modular 
la estructura de la cromatina (efecto indirecto) o al interactuar con Pol 
II y los factores de transcripción generales (efecto directo). 


* El DNA en las regiones condensadas de la cromatina (heterocromati- 
na) es relativamente inaccesible a los factores de transcripción y otras 
proteínas, por lo tanto la expresión génica está reprimida. 


+ Las interacciones de diversas proteínas unas con otras y con las colas 
N-terminales hipoacetiladas de las histonas H3 y H4 son responsables 
de la represión de la transcripción mediada por la cromatina que se 
produce en los telómeros y los loci de tipo de apareamiento silencioso 
en S. cerevisiae (véase la Fig. 7-35). 


* Algunos dominios de represión funcionan mediante interacción con 
correpresores que son complejos de histonas desacetilasas. La desace- 
tilación subsecuente de las colas N-terminales de las histonas en los 
nucleosomas cercanos al sitio de unión del represor inhibe la interac- 
ción entre el DNA promotor y los factores de transcripción generales, 
reprimiendo así la iniciación de la transcripción (véase la Fig. 7-36a). 


* Algunos dominios de activación funcionan mediante la unión de 
complejos multiproteicos coactivadores como los complejos histonas 
acetilasas. La hiperacetilación posterior de las de las colas N-terminales 
de las histonas en los nucleosomas cercanos al sitio de unión del acti- 
vador facilita la interacción entre el DNA promotor y los factores de 
transcripción generales, activando así la iniciación de la transcripción 
(véase la Fig. 7-36b). 


* Los factores SWI/SNF de remodelación de la cromatina constituyen 
otro tipo de coactivador. Estos complejos multisubunidades pueden 
disociar transitoriamente el DNA del núcleo de histonas en una reac- 
ción dependiente de ATP y pueden también descondensar regiones de la 
cromatina, lo que promueve la unión de las proteínas de unión al DNA 
necesarias para que se produzca la iniciación en algunos promotores. 


* El mediador, otro tipo de coactivador, es un complejo de =30 subun:- 
dades que forma un puente molecular entre los dominios de activación y 
la RNA polimerasa II mediante unión directa a la polimerasa y a los do- 
minios de activación. Mediante la unión a diferentes activadores simultá- 
neamente, el mediador probablemente contribuya a integrar los efectos 
de múltiples activadores sobre un promotor único (véase la Fig. 7-39). 


* Los activadores unidos a un potenciador distante pueden nn 
con los factores de transcripción unidos a un promotor debido a de e 
DNA es flexible y el DNA interviniente puede formar un bucle grande. 


* El ensamblaje altamente cooperativo del complejo de preiniciación IN 
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« El sistema de doble híbrido de levadura es ampliamente utiliza 
detectar los CDNA que codifican dominios de proteínas que se unen a 


Í Í «terés (véase la Fig. 7-40). 
una proteína específica de inte ( g 


do para 


ACIÓN TÉCNICA: Sistema de dos híbridos de levadura 


FIGURA EXPERIMENTAL 7-40 El sistema de doble híbrido de levadura 
proporciona una forma de efectuar una detección sistemática en una 
biblioteca de cDNA en busca de clones que codifican proteínas que 
interactúan con una proteína específica de interés. (a) Se construyen dos 
vectores que contienen genes que codifican proteínas híbridas (quiméricas), 
En un vector (izquierda), la secuencia codificante para el dominio de unión al 
DNA de un factor de transición se fusiona a las secuencias para una proteína 
conocida, referida como dominio “cebo” (celeste). El segundo vector (derecha) 
expresa un dominio de activación fusionado a un dominio”pez” (verde) que 
interactúa con el dominio cebo. (b) Si las células de levadura se transforman 
con vectores que expresan ambos híbridos, las porciones cebo y pez de las 
proteínas quiméricas interactúan para producir UN activador transcripcional 
funcional. En este ejemplo, el activador estimula la transcripción de un gen 
HIS. Uno de los extremos de este complejo proteico se Une a la secuencia 

de activación corriente arriba (UAS) del gen HIS3; el otro extremo, que 
consiste en el dominio de activación, estimula el ensamblaje del complejo 

de preiniciación de la transcripción en el promotor (amarillo). (c) Para realizar 
la búsqueda de clones que codifican proteínas que interactúan con una 
proteína cebo particular de interés en una biblioteca de cDNA, la biblioteca 
se clona en el vector que codifica el dominio de activación, de manera tal que 
se expresen las proteínas híbridas. El vector cebo y los vectores pez contienen 
genes seleccionables de tipo silvestre (p. ej. un gen TRP o LEU). Las Únicas 
células transformadas que sobreviven al esquema de selección indicado son 
aquellas que expresan el híbrido cebo y un híbrido pez que interactúa con él. 
Para más detalles véase el texto. [Véase 5. Fields y O. Song, 1989 Mature 340:245,] 


oí — —————— 


7.6 Regulación de la actividad de los factores 
de transcripción 


En el análisis anterior hemos visto cómo combinaciones de activadores 
y represores que se unen a secuencias reguladoras específicas de DNA 
controlan la transcripción de genes eucariontes. Si un gen específico O 
no en un organismo particular se expresa en una célula particular en 
un momento dado es en gran parte una consecuencia de las concentra- 
ciones y las actividades de los factores de transcripción que interactúan 
con las secuencias reguladoras de ese gen. (Las excepciones se deben a 
la “memoria transcripcional” de las funciones de los activadores y los 
represores expresados en las células embrionarias a partir de las cua- 
les la célula ha descendido como resultado de mecanismos epigenéticos 
analizados en la siguiente sección). Cuáles factores de transcripción son 
expresados en un tipo celular particular, y las cantidades producidas, 
están determinadas por múltiples interacciones reguladoras entre ge- 
nes de factores de transcripción que se producen durante el desarrollo 
y la diferenciación de un tipo de célula particular. 

Además de controlar la expresión de miles de factores de transcrip- 
ción específicos, las células también regulan las actividades de muchos 
de los factores de transcripción expresados en un tipo de célula parti- 
cular. Por ejemplo, los factores de transcripción suelen estar regulados 
en respuesta a señales extracelulares. Las interacciones entre los domi- 
nios extracelulares de las proteínas receptoras transmembrana sobre 
la superficie de la célula y ligandos proteicos específicos para estos re- 
ceptores activan los dominios de proteína asociados con los dominios 
intracelulares de estas proteínas transmembranas, y traducen la señal 
recibida en el exterior de la célula a una señal en el interior de ésta 
que eventualmente alcanza los factores de transcripción en el núcleo. 
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FIGURA 7-41 Ejemplos de hormonas que se unen a los CH¿OH H¿C_ CH 7 
receptores nucleares. Estas hormonas y lípidos solubles C=0 e e 
relacionados se difunden a través de las membranas plasmática OH OH 
y nuclear y se unen a los receptores localizados en el citosol o HO CH» 
en el núcleo. El complejo receptor-ligando funciona como UN Ácido retinoico 
activador de la transcripción. 
| | 1 o 
O / 
CH,—CH— 
Cortisol HO O 2 a 
OH 


En el Capítulo 16 se describirán los principales tipos de receptores de 
superficie celular y las vías de señalización intracelular que regulan la 
actividad de los factores de transcripción. 

En esta sección, se analiza el segundo grupo principal de señales 
extracelulares, las hormonas liposolubles, pequeñas, que incluyen mu- 
chas hormonas esteroides diferentes, retinoides y hormonas tiroideas, 
que pueden difundirse a través de las membranas plasmáticas y nu- 
dleares e interactuar directamente con los factores de transcripción que 
éstos controlan (Fig. 7-41). Como se mencionó anteriormente, los re- 
ceptores intracelulares para la mayoría de estas hormonas liposolubles, 
que constituyen la superfamilia de receptores nucleares, funcionan como 
activadores de la transcripción cuando se unen a sus ligandos. 


Todos los receptores nucleares comparten 
una estructura de domino común 


La secuenciación de los cDNA derivados de los mRNA que codifican 
diversos receptores reveló una conservación notable en sus secuencias 
aminoacídicas y tres regiones funcionales (Fig. 7-42). Todos los recep- 


Dominio de unión 
al DNA (68 aa) 
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(100-500 aa) 


Identidad de aminioácido: 0 


FIGURA 7-42 Diseño general de los factores de transcripción en la 
superfamilia de los receptores nucleares. El dominio de unión al DNA 
localizado centralmente presenta considerable homología de secuencia entre 
los diferentes receptores y contiene dos copias del motivo dedos de cinc Ca 


324 


CAPÍTULO 7 * Control transcripcional de la expresión génica 


Tiroxina 


minal única de longitud varia- 
de esta región funcionan 
de los receptores nucleares, 


tores nucleares tienen una región N-ter 
ble (100-500 aminoácidos). Las porciones 
como dominios de activación en la mayoría 


El dominio de unión al DNA mapea cerca del centro de la secuencia 
motivo de dedo de cinc C4 (Fig. 


primaria y tiene una repetición del 
localizados cerca del extre- 


7-29b). Los dominios de unión a hormona, 
mo C-terminal, contienen un dominio de activación dependiente de 


hormona (véase la Fig. 7-30b, c). En algunos receptores nucleares, el 
dominio de unión a hormona funciona como un dominio de represión 


en la ausencia de ligando. 


Los elementos de respuesta al receptor nuclear 
contienen repeticiones directas o invertidas 


Se han determinado las secuencias nucleotídicas características de los 
sitios de DNA, llamadas elementos de respuesta, que unen diversos re- 
ceptores nucleares. Las secuencias consenso de los elementos de res- 
puesta para los receptores de glucocorticoides y de estrógeno son repe- 
ticiones invertidas de 6 pb separadas por tres pares de bases cualquiera 


Receptor de estrógeno (RE) 
Receptor de progesterona (RP) 
Receptor glucocorticoide (RG) 
Receptor de tiroxina (RT) 
Receptor de ácido retinoico (RAR) 


Estructura primaria general 


Dominio de unión al 


ligando (225-285 aa) 
15-57% 


(véase la Fig. 7-29b). El dominio C-terminal de unión a hormona muestra de 
alguna manera menos homología. Las regiones N-terminales en diversos 
receptores varían en longitud, tienen secuencias únicas y pueden contene! uno 
o más dominios de activación, (véase R.M. Evans, 1988, Science 240:889) 
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FIGURA 7-43 Secuencias consenso de los elementos de respuesta al 
DNA que unen tres receptores nucleares. Los elementos de respuesta 
para el receptor glucocorticoide (GRE) y el receptor de estrógeno (ERE) 
contienen repeticiones invertidas que unen estas proteínas homodiméricas. 
Los elementos de respuesta para los receptores heterodiméricos contienen 
una repetición directa común separada por tres a cinco pares de bases para 
el receptor de la vitamina Dx (VDRE), el receptor de la hormona tiroidea (TRE) 
y el receptor del ácido retinoico (RARE). Las secuencias se indican mediante 
flechas rojas. [Véase K. Umesono y cols., 1991, Cell 65:1255, y A. M. Naar y cols, 1991, Cell 65:1267.] 


(Fig. 7-43a, b). Este hallazgo sugiere que los receptores de hormonas 
esteroides cognadas podrían unirse al DNA como dímeros asimétricos, 
como se demostró después a partir del análisis cristalográfico por rayos 
X del dominio de unión al DNA dedos de cinc C, del receptor de glu- 
cocorticoides homodimérico (véase la Fig. 7-29b). 

Algunos de los elementos de respuesta de receptores nucleares, 
como aquellos para los receptores que unen la vitamina D,, la hormo- 
na tiroidea, y el ácido retinoico, son repeticiones directas de la misma 
secuencia reconocida por el receptor de estrógeno, separada por tres 


e bases (Fig. 7-43c-e). La especificidad para responder 


a cinco pares d 
s receptores 


a estas diferentes hormonas mediante la unión a diferente 
está determinada por el espaciamiento de las repeticiones. Los recepto- 
res que se unen a tales elementos de respuesta de repeticiones directas 
omo heterodímeros con un monómero de receptor nuclear 
to de respuesta de la vitamina Dj, por 
ejemplo, es unido por el heterodímero RXR-VDR, y el elemento de 
respuesta del ácido retinoico es unido por RXR-RAR. Los monómeros 
compuestos de heterodímeros interactúan entre sí de forma tal que los 
dos dominios de unión al DNA se encuentran én la misma orienta- 
ción en lugar de en orientación invertida, lo que permite que los he- 
terodímeros RXR se unan a las repeticiones directas de los sitios de 
unión para cada monómero. Por el contrario, los monómeros en los 
receptores nucleares homodiméricos (p. €j., GRE y ERE) tienen una 


orientación invertida. 


lo hacen c 
común llamado RXR. El elemen 


e la hormona a un receptor nuclear 


La unión d A 
de transcripción 


regula su actividad como Un factor 


El mecanismo mediante el cual la unión de la hormona controla la ac- 
tividad de los receptores nucleares difiere para los receptores heterodi- 
méricos y homodiméricos. Los receptores nucleares heterodiméricos 


DR, RXR-TR y RXR-RAR) se localizan exclusivamente 
de sus ligandos hormonas, reprimen la 
a sus sitios afines en el DNA. También lo 
de histonas en los nucleosomas de la 
se describió anteriormente (véa- 
de ligando unido, los receptores 
n RXR pueden dirigir la hipe- 
rcanos, revirtiendo así 


(p. ej., RXR-V 
en el núcleo. En la ausencia 
transcripción cuando se unen 
hacen al dirigir la desacetilación 
cercanía mediante el mecanismo que 
se la Fig. 7-364). En la conformación 
nucleares heterodiméricos que contiene 


racetilación de histonas en los nucleosomas c£ a 
los efectos de la represión del dominio de unión al ligando libre. En 


presencia de ligando, los dominios de unión al ligando de los receptores 
nucleares también se unen al mediador y estimulan el ensamblaje del 
complejo de preiniciacion. 

A diferencia de los recepto 
tores homodiméricos se encuentran en el citoplasma en 
sus ligandos. La unión de hormona a estos receptores conduce a Sus 
translocaciones al núcleo. La traslocación dependiente de hormona del 
receptor homodimérico glucocorticoide (GR) se demostró en los ex- 
perimentos de transfección mostrados en la Figura 7-44. El dominio 
de unión a hormona GR media por sí solo este transporte. Estudios 
posteriores demuestran que, en la ausencia de hormona, GR está ancla- 
do en el citoplasma en un complejo de proteína grande con proteínas 
inhibidoras, que incluye Hsp90, una proteína relacionada con Hsp70, 
la principal chaperona del choque térmico en las células eucariontes. 
Mientras el receptor está confinado en el citoplasma no puede interac- 
tuar con los genes diana y, por lo tanto, no puede activar la transcrip- 
ción. La unión de la hormona a un receptor nuclear homodimérico li- 
bera las proteínas inhibidoras y permite que el receptor entre al núcleo, 
donde se puede unir a los elementos de respuesta asociados con los 
genes diana (Fig. 7-44d). Una vez que el receptor con la hormona unida 
se une a un elemento de respuesta, activa la transcripción al interactuar 
con los complejos remodeladores de la cromatina y la histona acetilasa 


y el mediador. 


res nucleares heterodiméricos, los recep- 
ausencia de 


Los metazoos regulan la transición de la Pol |! 
de la iniciación a la elongación 


Un descubrimiento inesperado reciente que resultó de la aplicación 

de la técnica de inmunoprecipitación de la cromatina es que una gran 

fracción de genes en los metazoos tiene una Pol II que realiza una pausa 

de la elongación dentro de los = 200 pares de bases del sitio de inicio 

de la transcripción (Fig. 7-16). Por lo tanto, la expresión de la proteína 
codificada está controlada no solo por la iniciación de la transcripción, 
sino también por la elongación de la transcripción temprana en la uni- 
dad de transcripción. Los primeros genes que se descubrieron que eran 
regulados mediante control de la elongación de la transcripción fueron 
los genes de choque térmico (p. ej., hsp70) que codifican las proteínas 
chaperoninas que ayudan a las proteínas desnaturalizadas a volver a 
plegarse y otras proteínas que ayudan a la célula a controlar a las pro- 
teínas desnaturalizadas. Cuando se produce el choque térmico, se ac- 
tiva el factor de transcripción de choque térmico (HSTE, heat-shock 
transcription factor). La unión de HSTF activado a sitios específicos en 
la región próxima al promotor de los genes de choque térmico estimula 
a la polimerasa en pausa a continuar la elongación de la cadena y esti- 
mula la reiniciación rápida mediante moléculas de RNA polimerasa 11 
adicionales, lo cual conduce a muchas iniciaciones de la transcripción 
por minuto. Este mecanismo de control transcripcional permite una 
rápida respuesta: estos genes siempre están en pausa en un estado de 
transcripción suspendida y, por ende, cuando surge una emergencia no 
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FIGURA EXPERIMENTAL 7-44 Proteínas de fusión de vectores de 
expresión demuestran que el dominio de unión a la hormona del 
receptor glucocorticoide (RG) media la translocación al núcleo 

en presencia de la hormona. Las células animales cultivadas fueron 
transfectadas con vectores de expresión que codifican las proteínas 
representadas en la parte inferior. Se utilizó inmunofluorescencia con un 
anticuerpo marcado específico para la P-galactosidasa para detectar las 
proteínas expresadas en las células transfectadas. (a) En las células que 
expresaron solo B-galactosidasa, la enzima se localizó en el citoplasma en 
presencia y en ausencia de la hormona olucocorticoide dexametasona 

(Dex). (b) En las células que expresaron una proteína de fusión que consiste 

en B-galactosidasa y el receptor glucocorticoide (RG) completo, la proteína 

de fusión estaba presente en el citoplasma en ausencia de hormona pero 

se transportaba al núcleo en presencia de hormona. (c) Las células que 
expresaron una proteína de fusión compuesta por P-galactosidasa y solo 

el dominio de unión al ligando RG (púrpura claro) también presentaron 
transporte dependiente de hormona de la proteína de fusión al núcleo. (d) 
Modelo de activación génica dependiente de hormona por un receptor 
nuclear homodimérico. En ausencia de hormona, el receptor se mantiene en el 
citoplasma mediante interacciones entre su dominio de unión al ligando (LBD) 
y proteínas de unión. Cuando la hormona está presente, se difunde a través de 
la membrana plasmática y se une al dominio de unión al ligando y causa un 
cambio de conformación que libera el receptor de las proteínas inhibidoras. 

El receptor con el ligando unido luego es transportado al núcleo, donde su 
dominio de unión al DNA (DBD) se une a los elementos de respuesta, lo que 
permite al dominio de unión al ligando y un dominio de activación adicional 
(AD) en el N-terminal estimular la transcripción de los genes dianas. [Partes (a)-c) 
de D. Picard y KR. Yamamoto, 1987, EMBO J. 6:3333; cortesía de los autores.) 


O ee aaa 


necesitan tiempo para remodelar y acetilar la cromatina sobre el pro- 
motor y ensamblar un complejo de preiniciación de la transcripción. 
Otro factor de la transcripción que se demostró regula la trans- 
cripción al controlar la elongación de la Pol II en pausa cerca del sitio 
de inicio de la transcripción es MYC, que funciona en la regulación del 
desarrollo y la división celular. MYC suele expresarse a elevadas con- 
centraciones en las células cancerosas y es un factor de transcripción 
clave en la reprogramación de las células somáticas en las células madre 
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pluripotenciales capaces de diferenciarse en cualquier tipo celular. Esta 
capacidad para inducir células diferenciadas a convertirse en células 
madre pluripotenciales ha suscitado un enorme interés de investiga- 
ción debido a su potencial para el desarrollo de tratamientos terapéu- 
ticos para lesiones traumáticas del sistema nervioso y las enfermedades 
degenerativas (Cap. 21). 


La terminación de la Pol Il también está regulada 


Una vez que la Pol II ha transcripto =200 nucleótidos desde el sitio de 
inicio de la transcripción, la elongación por medio de la mayoría de 
los genes es altamente procesal, aunque la inmunoprecipitación de la 
cromatina con anticuerpos contra Pol Il indica que la cantidad de Pol 
IT en diversas posiciones en una unidad de transcripción en una pobla- 
ción de células varía enormemente (Fig. 7-16b, derecha). Esto indica 
que la enzima puede elongar a través de algunas regiones mucho más 
rápidamente que otras. En la mayoría de los casos, Pol II no termina 


y 


hasta después de que se transcribe una secuencia que dirige la escisión 
Ñ poliadenilación del RNA en la secuencia que forma el extremo 3" del 
mRNA codificado. A continuación, la RNA polimerasa II puede termi- 
nar en múltiples sitios localizados a una distancia de entre 0,5-2 kb más 
allá del sitio de adición poli(A). Los experimentos con genes mutantes 
demuestran que la terminación está acoplada al proceso que escinde 
y poliadenila el extremo 3” de un transcripto, que se analiza en el si- 


guiente capítulo. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 7.6 


Regulación de la actividad de los factores de 
transcripción 


» Las actividades de muchos factores de transcripción están indirecta- 
mente reguladas por la unión de proteínas extracelulares y péptidos a 
los receptores de la superficie celular. Estos receptores activan las vías 
intracelulares de transducción de señales que regulan factores de trans- 
cripción específicos por medio de una variedad de mecanismos que se 
analizan en el Cap. 16. 


« Los receptores nucleares constituyen una superfamilia de factores de 
transcripción de dedos de cinc C, diméricos que unen hormonas li- 
posolubles e interactúan con elementos de respuesta específicos en el 
DNA (véanse las Figs. 7-41-43). 


* La unión de hormona a los receptores nucleares induce cambios con- 
formacionales que modifican sus interacciones con otras proteínas 
(Figs. 7-30b, c). 


- Los receptores nucleares heterodiméricos (p. ej., aquellos para retinoi- 
des, vitamina D y hormona tiroidea) se encuentran solo en el núcleo. 
En ausencia de hormona, éstos reprimen la transcripción de los ge- 
nes diana con los elementos de respuesta correspondientes. Cuando se 
unen a sus ligandos, activan la transcripción. 


- Los receptores de hormona esteroide son receptores nucleares homo- 
diméricos. En ausencia de hormona, éstos se encuentran atrapados en 
el citoplasma por proteínas inhibidoras. Cuando se unen a sus ligan- 
dos, pueden trasladarse al núcleo y activar la transcripción de los genes 


diana (véase la Fig. 7-44). 


7.7 Regulación epigenética de la transcripción 


El término epigenético se refiere a los cambios heredados en el feno- 
tipo de una célula que no es el resultado de cambios en la secuencia 
de DNA. Por ejemplo, durante la diferenciación de las células madre 
de médula ósea en diversos tipos de células sanguíneas diferentes, una 
célula madre hematopoyética (CMH) se divide en dos células hijas, una 
de las cuales continúa con las propiedades de CMH con el potencial 
de diferenciarse en todos los tipos diferentes de células sanguíneas. Sin 
embargo, la otra célula hija se convierte en una célula madre linfoidea 
o en una célula madre mieloide (véase la Fig. 21-18). Las células ma- 
dre linfoides generan células hijas que se diferencian en linfocitos, que 


llevan a cabo muchas de las funciones involucradas en las respuestas 
tra patógenos (Cap. 23). Las células madre mieloides 


inmunitarias con ñ . 
a diferenciarse en 


se dividen en células hijas que están comprometidas 


ntes clases de glóbulos blancos fagocíticos o en las 


eritrocitos, en difere 
n la coagulación de la san- 


células que generan plaquetas involucradas e 
gre. Tanto las células madre linfoides como mieloides tienen la secuen- 


cia de DNA idéntica a la de los cigotos generados por fecundación del 
óvulo por un espermatozoide a partir del cual se desarrollan todas las 
células, pero tienen su potencial del desarrollo restringido debido a las 
diferencias epigenéticas entre ellas. Tales cambios epigenéticos son ini- 
cialmente la consecuencia de la expresión de factores de transcripción 
específicos que son los reguladores maestros de la diferenciación celu- 
lar, y controlan la expresión de otros genes que codifican los factores de 
transcripción y las proteínas involucradas en la comunicación célula a 
célula en las complejas redes de control génico que, en la actualidad, 
son tema de investigación intensa. Los cambios en la expresión génica 
iniciados por los factores de transcripción, a menudo suelen reforzarse 
y mantenerse durante las múltiples divisiones celulares por modifica- 
ciones postraduccionales de histonas y metilación de DNA en la posi- 
ción 5 del anillo de pirimidina de la citosina (Fig. 2-17), los cuales se 
mantienen y propagan a las células hijas cuando las células se dividen. 
En consecuencia, el término epigenético se utiliza para referirse a tales 
modificaciones postraduccionales de las histonas y a la modificación 
5-metil C del DNA. 


Represión epigenética mediante 
metilación del DNA 


Como se mencionó anteriormente, la mayoría de los promotores en los 
mamíferos se encuentran en la clase de islas CpG. Los promotores con 
islas CpG activos tienen C en las secuencias CG que están desmetiladas. 
Los promotores con isla CpG desmetilada suelen estar sin octámeros de 
histonas, pero los nucleosomas en la vecindad inmediata a los promoto- 
res con islas CpG están modificados por la dimetilación o trimetilación 
en la lisina 4 de la histona H3 y tienen moléculas de Pol II asociadas que 
se encuentran en pausa durante la transcripción de las hebras de DNA 
molde en sentido y en antisentido, como se describió al comienzo (Figs. 
7-16 y 17). Las investigaciones recientes indican que la metilación de la 
lisina 4 de la histona H3 se produce en las células murinas debido a que 
una proteína llamada Cfp1 (proteína 1 dedos de CXXC) se une al DNA 
desmetilado rico en CpG a través de un dominio dedo de cinc (CXXC) y 
se asocia con una histona metilasa específica para la lisina 4 de la histona 
H3 (Setd1). Los complejos de remodelación de la cromatina y el factor 
de la transcripción general TFIID, que inicia el ensamblaje del complejo 
de preiniciación de la Pol II (Fig. 7-17), se asocian con nucleosomas que 
portan el marcador de la lisina 4 trimetilada de la H3, y promueven la 
iniciación de la transcripción por parte de la Pol II. 

Sin embargo, en las células diferenciadas, un bajo porcentaje de los 
promotores con islas CpG, que depende del tipo celular, tiene las CpG 
marcadas por 5-metil C. Esta modificación del DNA de las islas CpG 
desencadena la condensación de la cromatina. Una familia de proteínas 
que se unen al DNA rico en islas CpG modificadas con 5 metil-C (pro- 
teínas de unión a metil CpG, MBD) se asocian con histonas desaceti- 
lasas y reprimen los complejos de remodelación de la cromatina que 
condensan la cromatina, que origina la represión de la transcripción. 
Estos grupos metilos se añaden de novo por las DNA metiltransferasas 
llamadas DNMT3a y DNMT3b. Queda mucho por aprender acerca de 
cómo estas enzimas son dirigidas a islas CpG específicas, pero una vez 
que han metilado una secuencia de DNA, la metialación es transmitida 
por medio de la replicación del DNA por la acción de la metiltransfera- 
sa de mantenimiento ubicuas DNMTI1: 
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(rojo indica hebras hijas). La DNMT1 también mantiene la metilación 
de las C en las secuencias CpG que estadísticamente están subrrepre- 
sentadas a lo largo de la mayor parte del genoma. Como se describió 
antes, la secuencia CG esta subrrepresentada en la mayoría de las se- 
cuencias de los genomas de mamíferos, probablemente debido a que la 
desaminación espontánea de la 5-metil C genera timidina, lo que lleva 
a la sustitución de las CpG por TpG durante el período de evolución 
de los mamíferos, a menos que exista una selección contra la mutación 
resultante, como probablemente ocurrió cuando mutaron los promo- 
tores con islas CpG. Este mecanismo de represión epigenética se inves- 
tiga con intensidad puesto que los genes supresores de tumores que 
codifican proteínas que funcionan en la supresión del desarrollo del 
cáncer suelen estar inactivadas en las células cancerosas por metilación 
anormal de las CpG de sus regiones promotoras, como se analiza más 
adelante en el Capítulo 24. 


La metilación de las histonas en otras lisinas 
específicas está conectada con los mecanismos 
epigenéticos de la represión génica 

La Figura 6-31 resume los diferentes tipos de modificaciones postra- 


duccionales que se encuentran en las histonas, incluidas la acetilación 
de las lisinas y la metilación de las lisinas sobre el átomo de nitrógeno 


en el grupo € amino terminal de las cadenas O me (véase la 
Fig. 2-14). Las lisinas se pueden modificar mediante la adición de ypg, 
dos o tres grupos metilos a este átomo de nitrógeno terminal, generan. 
do lisinas monometiladas, dimetiladas y trimetildas, todas las cuales 
llevan una carga positiva. Los experimentos de pulso y caza radiomar. 
cados demostraron que los grupos acetilo sobre las lisinas de las pg. 
tonas se recambian rápidamente, mientras que los grupos metilo son 
mucho más estables. El estado de acetilación en una lisina de histona 
específica en un nucleosoma particular Es el resultado de un equilibrio 
dinámico entre la acetilación y la desacetilación mediante histonas ace. 
tilasas e histonas desacetilasas, respectivamente. La acetilación de his- 
tonas en una región localizada de la cromatina predomina cuando los 
activadores unidos al DNA local unen transitoriamente complejos de 
histona acetilasa. La desacetilación predomina cuando los represores 
transitoriamente unen complejos de histona desacetilasa. 

A diferencia de los grupos acetilo, los grupos metilo sobre las lisinas 
de las histonas son mucho más estables y se recambian mucho menos 
rápido que los grupos acetilo. Los grupos metilo de las lisinas de las his- 
tonas se pueden eliminar mediante las histonas desmetilasas de lisinas, 
Pero el recambio resultante de los grupos metilo de las lisinas de las his- 
tonas es mucho más lento que el recambio de los grupos acetilo de las 
lisinas de histonas, lo que las torna apropiadas para las modificaciones 
postraduccionales para la propagación de la información epigenética, 


Cuadro 7-3 | Modificaciones postraduccionales de histonas asociadas con genes activos y reprimidos 


Modificación Sitios de modificación Efecto en la transcripción 

Lisina acetilada H3 (K9, K14, K18, K27, K56) Activación 
H4 (K5, K8, K13, K16) 
H2A (K5, K9, K13) 
H2B (K5, K12, K15, K20) 

Lisina hipoacetilada Represión 

Serina/treonina fosforilada H3 (T3, S10, $28) Activación 
H2A (S1, T120) 
H2B (S14) 

Arginina metilada H3 (R17, R23) Activación 
H4 (R3) 

Lisina metilada H3 (K4) Me3 en región promotora Activación 
H3 (K4) Mel en potenciadores 
H3 (K36, K79) en regiones transcriptas Elongación 
H3 (K9, K27) Represión 
Ha (K20) 

Lisina ubicuitinada H2B (K120 en mamíferos, K123 en S. cerevisiae) Activación 
H2A (K119 en mamíferos) Represión 
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que se forman durante la mitosis (Figs. 6-39 y 6-40). Ha sur 
imagen de la cromatina en la cual las colas de histonas que se 
de forma aleatoria a partir de la fibra de cromatina están m 
postraduccionalmente para generar una de muchas posibles combin 
ciones de modificaciones que regulan la transcripción y otros pr A 
sos mediante la regulación de la unión de gran número de a 
de proteína antes Este control de las interacciones de proteínas 
con regiones específicas de la cromatina que resultan de las influencias 
combinadas de varias modificaciones postraduccionales de las histo- 
nas se denomina un código de histona. Algunas de estas modificaciones 
como la acetilación de la lisina de la histona, se revierten pidamenta 
mientras que Otras, como la metilación de la lisina de la histona, se 
pueden transmitir por medio de la replicación de la cromatina, lo que 
genera herencia epigenética además de la herencia de la secuencia de 
DNA. El Cuadro 7-3 resume la influencia de las modificaciones postra- 
duccionales de residuos de aminoácidos de histonas específicas que se 
producen en la transcripción. 
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Metilación de la lisina 9 de la histona H3 en la heterocromatina En 
la mayoría de los eucariontes, algunos de los complejos correpresores 
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contienen subunidades histona metiltransferasa que metilan la histo- 
na H3 en la lisina 9, generando dimetil y trimetil lisinas. Estas lisinas 
metiladas son sitios de unión para isoformas de la proteína HP1 que 
funciona en la condensación de la heterocromatina, como se analizó en 
el Capítulo 6 (véase la Fig. 6-34). Por ejemplo, el complejo correpresor 
KAP1 funciona con una clase de más de 200 factores de transcripción 
de dedos de cinc codificados en el genoma humano. Este complejo co- 
rrepresor incluye una H3 lisina 9 metiltransferasa que metila los nu- 
cleosomas sobre la región promotora de la transcripción y lleva a la 
unión de HP] y a la represión de la transcripción. Un transgén integra- 
do en fibroblastos murinos cultivados que estaba reprimido mediante 
la acción del correpresor KAP1 se asoció con la heterocromatina en la 
mayoría de las células, mientras que la forma activa del mismo trans- 
gén se asoció con la eucromatina (Fig. 7-45). Los ensayos de inmuno- 
precipitación de la cromatina (véase la Fig. 7-16) demostraron que el 
gen reprimido estaba asociado con la histona H3 metilada en la lisina 9 
y HP1, mientras que el gen activo no. 

Es muy importante destacar que la metilación de la lisina de la H3 
se mantiene con la replicación del cromosoma en la fase S mediante 
el mecanismo que se representa en la Figura 7-46. Cuando los cromo- 
somas se replican en la fase S, los nucleosomas asociados con el DNA 
progenitor se distribuyen de forma aleatoria en las moléculas de DNA 
hijas. Los octámeros de histona nuevos que no están metilados en la 
lisina 9 se asocian con los cromosomas hijos nuevos, pero como los nu- 
cleosomas progenitores están asociados con ambos cromosomas hijos, 


Reprimido 


Transgén 


en la eucromatina. El transgén se detectó por hibridación de una sonda 
complementaria marcada con fluorescencia (verde). Cuando el represor 
recombinante se retuvo en el citoplasma, el transgén se transcribió 
(izquierda) y se asoció con la eucromatina en la mayoría de las células. 
Cuando se añadió hormona de manera tal que los represores recombinantes 
entraron al núcleo, el transgén fue reprimido (derecha) y se asoció con la 
heterocromatina. Los ensayos de inmunoprecipitación de la cromatina (véase 
la Fig. 7-16) mostraron que el gen reprimido se asoció con la histona H3 
metilada en la lisina 9 y HP1, mientras que el gen activo, no. [Cortesía de Frank 
Rauscher, de Ayyanathan y cols, 2003, Genes Dev 17:1855.] 
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FIGURA 7-46 Mantenimiento de la metilación de la lisina de la histona 
H3 durante la replicación cromosómica. Cuando el DNA cromosómico 
se replica, las histonas parentales se asocian de manera aleatoria con las 
moléculas de DNA hijas, mientras que las histonas desmetiladas sintetizadas 
durante la fase S abarcan otros nucleosomas en los cromosomas hermanos. 
La asociación de la histona H3 lisina 9 metiltransferasa (H3K9HMT) con los 
nucleosomas parentales que contienen el marcador H3 lisina 9 dimetilada 

o trimetilada, metilan a los nucleosomas no modificados recientemente 
añadidos. En consecuencia, las metilaciones de la histona H3 lisina 9 se 
mantienen durante las divisiones celulares repetidas a menos que sean 
específicamente eliminadas mediante una histona desmetilasa. 


aproximadamente la mitad de ellos están metilados en la lisina 9. La 
asociación de las histona H3 lisina metiltransferasas (directa o indi- 
rectamente) con los nucleosomas progenitores metilados conduce a la 
metilación de los octámeros de histona recién ensamblados. La repeti- 
ción de este proceso con cada división celular produce el mantenimien- 
to de la metilación de la lisina 9 de la H3 de esta región del cromosoma. 


Control epigenético por parte de los complejos 
Polycomb y Trithorax 


Otra clase de marcador epigenético que es esencial para la expresión de 
los genes en tipos celulares específicos en los animales multicelulares 
y las plantas involucra a un grupo de proteínas conocidas colectiva- 
mente como proteínas Polycomb y un grupo de proteínas que contra- 
rrestan, conocidas como proteínas Trithorax, después de los fenotipos 
de las mutaciones en los genes que las codifican en Drosophila, don- 
de se descubrieron primero. El mecanismo de represión de Polycomb 
es esencial para el mantenimiento de la represión de los genes en los 
tipos específicos de células y en todas las células subsecuentes que se 
desarrollan a partir de ellas a lo largo de la vida de un organismo. Los 
genes importantes regulados por las proteínas Polycomb incluyen a los 
genes Hox, que codifican factores de transcripción maestros. Diferen- 
tes combinaciones de factores de transcripción Hox ayudan a dirigir el 
desarrollo de tejidos y Órganos específicos en un embrión en desarro- 
llo. Temprano en la embriogénesis, la expresión de los genes Hox está 
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controlada por proteínas activadoras y represoras típicas. Sin embargo, 
la expresión de estos activadores y represores se detiene en un Punto 
temprano de la embriogénesis. La expresión correcta de los genes Hoy 
en los descendientes de las células embrionarias tempranas se Mantiene 
entonces a través del resto de la embriogénesis y hasta la vida adulta 
por las proteínas Polycomb que mantienen la represión de genes Hoy 
específicos. Las proteínas Trithorax llevan a cabo la función Opuesta a 
las proteínas Polycomb, manteniendo la expresión de los genes Hox que 
se expresaron en una célula específica temprano en la embriogénes;, 
y en todos los descendientes posteriores de is célula. Las proteínas 
Polycomb y Trithorax controlan miles de genes, incluidos aquellos Que 
regulan el crecimiento y la división celular (es decir, el ciclo celular, 
como se analiza en el Cap. 19). Los genes Polycomb y Trithorax suelen 
estar mutados en las células cancerosas, contribuyendo de manera im. 
portante a las propiedades anómalas de estas células (Cap. 24). 

Notablemente, prácticamente todas las células en el embrión er, 
desarrollo y en el adulto expresan un grupo similar de proteínas Po- 
lIycomb y Trithorax, y todas las células contienen el mismo grupo de 
genes Hox. Incluso solo los genes Hox en las células donde estaban re- 
primidos en la embriogénesis temprana permanecen reprimidos, aun 
a pesar de que los mismos genes Hox en otras células permanecen acti- 
vos en presencia de las mismas proteínas Polycomb. En consecuencia, 
como en el caso de los loci de tipo de apareamiento silencioso de la 
levadura, la expresión de los genes Hox está regulada por un proceso 
que involucra más que simplemente secuencias de DNA específicas que 
interactúan con proteínas que se difunden a través del nucleoplasma. 

En la Figura 7-47 se describe un modelo actual para la represión 
por parte de las proteínas Polycomb. La mayoría de las proteínas Po- 
lycomb son subunidades de una de dos clases de complejos multi- 
proteicos, complejos tipo PRC1 y complejos PRC2. Se cree que los 
complejos PRC2 actúan inicialmente por asociación con represores 
específicos unidos a sus secuencias de DNA afines tempranas en la 
embriogénesis, o los complejos ribonucleoproteínas que contienen 
los RNA no codificantes largos, como se analiza en una sección más 
adelante. Los complejos PRC2 contienen histonas desacetilasas que 
inhiben la transcripción como se analizó anteriormente. Éstos tam- 
bién contienen una subunidad (E[z] en Drosophila, EZH2 en los ma- 
míferos) con un dominio SET, el dominio activo enzimáticamente 
de diversas histona metiltransferasas. Este dominio SET en los com- 
plejos PRC2 metila la histona H3 en la lisina 27, y genera dimetil y 
trimetil lisinas. El complejo PRC1 se une entonces a los nucleosomas 
metilados por medio de las subunidades Pc diméricas (CBX en los 
mamíferos), cada una conteniendo un dominio de unión a metilisina 
(llamado cromodominio) específico para la lisina 27 de la H3 metila- 
da. Se propone que la unión del dímero Pc a los nucleosomas vecinos 
condensa la cromatina en una estructura que inhibe la transcripción. 
Esto está avalado por los estudios de microscopia electrónica que de- 
muestran que los complejos PRC1 provocan que los nucleosomas se 
asocien in vitro (Fig. 7-47d, e). 

Los complejos PRC1 también contienen una ubicuitina ligasa que 
monoubicuitina las histonas H2A en la lisina 119 en la cola C-terminal 
de la H2A. Esta modificación de la H2A inhibe la elongación de la Pol 
II mediante la cromatina al inhibir la asociación de una chaperona de 
histona necesaria para eliminar los octámeros de histona del DNA a 
medida que la Pol II transcribe por medio de un nucleosoma y luego 
los reemplaza a medida que la polimerasa pasa. Se postula que los com- 
plejos PRC2 se asocian con los nucleosomas que portan el marcador 
de la trimetilación de la lisina 27 en la histona H3, manteniendo la 
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FIGURA 7-47 Modelo de la represión de los complejos Polycomb. (a) 
Durante la embriogénesis temprana, los represores se asocian con el complejo 
PRC?. (b) Esto resulta en la metilación (Me) de los nucleosomas vecinos en la 
histona H3 lisina 27 (K27) por la subunidad E(z) que contiene el dominio SET. 
(c) Los complejos PRC1 unen los nucleosomas metiladoss en la lisina 27 de 

la H3 a través de una subunidad Pc dimérica, que contiene el cromodominio. 
El complejo PRC1 condensa la cromatina en una estructura de cromatina 
reprimida, el complejo PRC2 se asocia con los complejos PRC1 para mantener 


metilación de la lisina 27 en la H3 en los nucleosomas en la región. 
Esto produce la asociación de la cromatina con los complejos PRC1 y 
PRC2 incluso después que ha cesado la expresión de las proteínas re- 
presoras iniciales en la Figura 7-47a, b. Esto también podría mantener 
la metilación de la lisina 27 de la histona H3 y la monoubicuitinación 
de la histona H2A a continuación de la replicación del DNA, mediante 


go al que se esquematizó en la Figura 7-46. Esto 


un mecanismo análo ; 
que se mantiene a 


es una característica clave de la represión Polycomb, 
través de las sucesivas divisiones celulares en la vida de un organismo 


(=100 años para algunos vertebrados, ¡2 000 años para un pino de azú- 


car [Pinus lambertiana]!). 
Las proteínas Trithorax 
las proteínas Polycomb, com 


contrarrestan el mecanismo represivo de 
o se demostró en estudios de expresión 


del factor de transcripción Hox Abd-B en el embrión de Drosophila 
(Fig. 7-48). Cuando el sistema Polycomb es defectuoso, Abd-B está 
las células del embrión. Cuando el sistema 
Trithorax es defectuoso y no puede contrarrestar la represión por el 
sistema Polycomb, Abd-B está reprimido en la mayoría de las células, 
excepto aquellas en la parte muy posterior del embrión. Los complejos 
Trithorax incluyen histona metiltransferasa que trimetila la lisina 4 de 
la histona H3, una metilación de histona asociada con los promotores 
de los genes que se transcriben activamente. Estas modificaciones de 


desrreprimido en todas 
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(e) Nucleosomas + complejo PRC1 en el DNA 
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la metilación de la lisina 27 en la H3 de las histonas vecinas. En consecuencia, 
la asociación de PRC1 y PRC2 con la región es mantenida cuando la expresión 
de las proteínas represoras en (a) cesa. (d, e) Microfotografía electrónica de 

un fragmento de DNA de =1 kb unido a cuatro nucleosomas en ausencia (d) 
y en presencia (e) de un complejo PRC1 cada cinco nucleosomas. [Partes (a)- 

(c), adaptado de A. H. Lund y M, van Louhuizen, 2004, Curr. Opin. Cell Biol. 16:239. Partes (d, e), de N. ). 
Francis, R. E. Kingston y C. L. Woodcock, 2004, Science 306:1574.] 


histonas crean un sitio de unión para los complejos de histona acetilasa 
y de remodelación de la cromatina, así como para TFIID, el factor de 
transcripción general que inicia el ensamblado del complejo de prei- 
niciación (Fig. 7-17). Los nucleosomas con las modificaciones de la 4 
metil lisina H3 son también sitios de unión para las histonas desaceti- 
lasas específicas que evitan la metilación de la histona H3 en la lisina 9 
e impiden la unión de HP1, y en la lisina 27, lo que evita la unión de los 
complejos de represión PRC. De igual manera, una histona desmetila- 
sa específica para la lisina 4 de la histona H3 se asocia con complejos 
PRC2. Los nucleosomas marcados con la metilación de la lisina 4 de la 
histona H3 se cree que también se distribuyen en ambas moléculas de 
DNA hijas durante la replicación del DNA, dando como resultado el 
mantenimiento de este marcador epigenético mediante una estrategia 
similar a la esquematizada en la Figura 7-46. 


Los RNA no codificantes dirigen la represión 
epigenética en los metazoos 


También se descubrió que los complejos de represión son complejos 
de proteínas unidas a moléculas de RNA. En algunos casos, esto resulta 
en la represión de genes sobre el mismo cromosoma a partir del cual se 
transcribe el RNA, como en el caso de la inactivación del cromosoma 
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FIGURA 7-48 Influencia opuesta de los complejos Polycomb y Trithorax 
sobre la expresión del factor de transcripción Abd-B en los embriones 
de Drosophila. En el estadio de embriogénesis de Drosophila mostrado, 
Abd-B se expresa normalmente solo en los segmentos posteriores, como se 
muestra en la parte superior mediante inmunotinción con un anticuerpo 
específico anti-AbdB. En embriones con mutaciones homocigotas de Scm, 

un gen Polycomb (PcG) que codifica una proteína asociada con el complejo 
PRC1, la expresión de Abd-B está desreprimida en todos los segmentos 

del embrión. Por el contrario, en los mutantes homocigotas de trx, un gen 
Trithorax (trxG), la represión de Abd-B está aumentada de manera tal que solo 
se expresa a niveles elevados en el segmento más posterior. [Cortesía de Juerg 
Mueller, European Molecular Biology Laboratory] 


X en las hembras de los mamíferos. En otros casos, éstos representan 
complejos RNA-proteína que se pueden dirigir a genes que se transcri- 
ben desde otros cromosomas mediante apareamiento de bases con los 
RNA nacientes a medida que están siendo transcritos. 


Inactivación del cromosoma X en mamíferos El fenómeno de inacti- 
vación del cromosoma X en los mamíferos hembra es uno de los ejem- 
plos más intensamente estudiados de la represión epigenética mediada 
por un RNA largo, no codificante de proteína. La inactivación de X está 
controlada por un dominio de = 100 kb en el cromosoma X llamado 
el centro de inactivación X. Notablemente, el centro de inactivación X 
no expresa proteínas, sino varios RNA no codificantes (ncRNA) que 
participan en la inactivación aleatoria de un cromosoma X entero, 
temprano en el desarrollo de los mamíferos hembra. Los neRNA cuyas 
funciones se comprenden de forma parcial se transcriben a partir de 
las hebras de DNA complementario cerca de la parte media del centro 
de inactivación X: el RNA Tsix de 40 kb, el RNA Xist que es procesado 
a un RNA de = 17 kb y el RNA RepA más corto de 1,6 kb a partir de la 
región 5” del RNA Xist (Fig. 7-49a). 
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FIGURA 7-49 El RNA no codificante Xist codificado en el centro 

de inactivación X recubre el cromosoma X inactivo en las células 
humanas femeninas. (a) La región del centro de inactivación X humano 
codifica los RNA Xist, RepA y Tsix no codificantes. (b) Un fibroblasto 
cultivado de una mujer se analizó mediante hibridación in situ con una 
sonda complementaria al RNA Xist marcada con un colorante fluorescente 
(izquierda), un grupo de cromosomas coloreados con sondas para el 
cromosoma X marcadas con colorante fluorescente verde (centro) y Una 
superposición de las dos microfotografías Ñuorescentes. El cromosoma X 
inactivo condensado está asociado con el RNA Xist. [Parte (a) adapatado de ). 
T. Lee, 2010, Cold Sprin Harbor Perspect. Biol. 2:2003749. Parte (b) de C.M. Clemenson y 
cols, 1996, J. Cell Biol. 132:259] 


En las células femeninas diferenciadas, el cromosoma X inactivo 
está asociado con los complejos proteína-RNA Xist a lo largo de toda 
su longitud. La deleción dirigida del gen Xist (Fig. 5-42) en células 
madre embrionarias cultivadas demuestra que es necesario para la 
inactivación X. En oposición a la mayoría de los genes que codifican 
proteína en el cromosoma X inactiva, Xist se transcribe a partir del 
centro de inactivación X del cromosoma X de otro modo mayormen- 
te inactivo. Los complejos proteína-RNA Xist no se difunden para 
interactuar con el cromosoma X inactivo. Puesto que la longitud total 
del cromosoma X inactivo se recubre con complejos proteína-RNA 
Xist (Fig. 7-49b), estos complejos se deben dispersar a lo largo de 
todo el cromosoma desde el centro de inactivación X donde se trans- 
cribe Xist. El cromosoma X inactivo también está asociado con los 
complejos Polycomb PRC2 que cataliza la trimetilación de la lisina 27 
de la histona H3. Esto produce la asociación del complejo PRC1 y la 
represión transcripcional como se analizó recientemente. 

En el embrión hembra temprano que consta de células madre em- 
brionarias capaces de diferenciarse en todos los tipos de células (véase 
el Cap. 21) se transcriben los genes en ambos cromosomas X y el 
ncRNA Tsix de 40 kb se transcribe a partir del centro de inactivación 
de ambas copias del cromosoma X. Los experimentos que utilizan 
deleciones genéticamente modificadas en el centro de inactivación X 
demostraron que la transcripción de Tsix evita la transcripción signi- 
ficativa del RNA Xist de 17 kb de la hebra de DNA complementaria. 
Más adelante en el desarrollo del embrión temprano, a medida que 
las células comienzan a diferenciarse, se empieza a transcribir Tsix 


solo a partir del ida Xx inactivo, El (o los) Mecanismo(s) que 
controlan esta transcripción asimétrica de Tsix todavía NO Se com- 
prenden bien. Sin embargo, el proceso se produce de forma aleatoria 
en los dos cromosomas X. 

En un modelo actual de la inactivación de X, la 
transcripción Tsix permite la transcripción del RNA 
la hebra de DNA complementaria (Fig. 7-49a). El 
una secuencia de repetición que forma Una estruct 
tallo y bucle que son unidas directamente por la 
complejo Polycomb. Esta interacción se produce s 
RepA nacientes que están unidos al cromosoma 
cripción y llevan a la metilación de la lisina 27 
matina circundante. Mediante mecanismos que 
bien, esto activa la transcripción a partir del pro 
El RNA Xist transcrito contiene secuencias de 
mecanismos desconocidos causan que éste se di 
cromosoma X. La secuencia repetida RepA cerc 
RNA Xist une el complejo Polycomb PRC2 qu 
ción y trimetilación H3K27 a lo largo de la 1 
cromosoma X. Esto a su vez da como resultad 
jo Polycomb PRC1 y la represión de la transcripción como se descri- 
bió anteriormente. Al mismo tiempo, la transcripción continuada 
de Tsix a partir del otro cromosoma X activo continua, reprime la 
transcripción de Xist de ese cromosoma X y, en consecuencia, evita 
la represión mediada por Xist del X activo. Poco tiempo después en 
el desarrollo, el DNA del X inactivo también se metila en la mayoría 
de sus promotores con islas CpG asociadas, y probablemente contri- 
buya a su inactivación estable a través de múltiples divisiones celu- 
lares que se producen más adelante en la embriogénesis y a lo largo 
de la vida adulta. 


inhibición de la 
RepA a partir de 
RNA RepA tiene 
Ura secundaria de 
s subunidades del 
obre los transcritos 
X durante la trans- 
de la H3 en la cro- 
no se comprenden 
motor Xist cercano. 
RNA que mediante 
sperse a lo largo del 
a del extremo 5' del 
e lleva a la dimetila- 
ongitud completa del 
O la unión del comple- 


La represión trans por los RNA no codificantes largos Reciente- 
mente, investigadores que estudiaban la función de los RNA no co- 
dificantes transcriptos a partir de una región que codifica un grupo 
de genes HOX, el locus HOXC, en fibroblastos humanos cultivados, 
descubrieron otro ejemplo de represión transcripcional mediante un 
RNA no codificante largo. La eliminación de un RNA no codificante 
de = 2,2 kb expresado a partir del locus HOXC por siRNA (Fig. 345) 
inesperadamente lleva a la desrepresión del locus HOXD en estas cé- 
lulas, una región de 40 kb en otro cromosoma que codifica diversas 
proteínas HOX y otros múltiples RNA no codificantes. Ensayos si- 
milares a la inmunoprecipitación de la cromatina asmorsarón que 
este RNA no codificante, llamado HOTAIR (del inglés HOX JmHsense 
Intergenic RNA), se asocia con los loci HOXD 7.00n los dia el 
lycomb PRC2. Esto da como resultado la dimetilación y tr ses econ 
de la lisina 27 de la histona H3, la asociación de PRCI, la lea 
lación de la lisina 4 de la H3 y la repr esión de la transcripción. pe 
es similar al reclutamiento de los complejos Pp olycomb pOr e ió 
RNA Xist, excepto que el RNA Xist funciona en Cis, permanecien o En 
asociación con el cromosoma a partir del cual es transcripto, er 
tras que HOTAIR lleva a la represión de Polycomb en trans en am 
soma. ] 
hee E al caracterización del DNA asociado con A a 
cador de la trimetilación de la lisina 4 de la histona ona 
las regiones promotoras y la metilación de la lisina 36 eN z ed 
ciada con la elongación de la transcripción por parte de Pol 1l, 


vó al descubrimiento de los RNA no codificantes de =1 600 de largo 


: intergénicas entre los genes que 
j e las regiones In 
transcriptos a partir d 


codifican proteína que están evolutivamente conservados entre los 
mamíferos. Esta conservación de la secuencia sugiere fuertemente 
que estos RNA no codificantes tienen funciones importantes. Los 
ejemplos de Xist, HOTAIR y otros dos ncRNA recientemente descu- 
biertos que dirigen los mecanismos de represión de Polycomb hacia 
genes específicos contribuyen a la posibilidad de que muchos de éstos 
también puedan ser diana de la represión Polycomb. En consecuen- 
cia, el estudio de estos RNA no codificantes conservados es otra área 
de intensa investigación en la actualidad. 


Las plantas y la levadura usan metilación 
de las histonas y el DNA dirigida por RNA cortos 


Los centrómeros (Fig. 6-45c) de la levadura Schizosaccharomyces 
pombe están compuestos de múltiples repeticiones de secuencia 
como lo están en los organismos multicelulares. El funcionamiento 
apropiado de estos centrómeros durante la segregación de los cro- 
mosomas en la mitosis y la meiosis (Figs. 18-36, 5-10a, 19-38) re- 
quiere centrómeros que formen la heterocromatina. La formación 
de la heterocromatina en los centrómeros de S. pombe está dirigida 
por los RNA de interferencia corta (siRNA, short interfering RNA), 
inicialmente descubiertos en C. elegans por sus funciones en el ci- 
toplasma, donde dirigen la degradación de los mRNA a los cuales 
se hibridan (Fig. 5-45 y analizado más adelante en el Cap. 8). La 
RNA polimerasa II transcribe bajos niveles de los transcriptos no 
codificantes a partir de las repeticiones centrométicas (cenRNA, Fig. 
7-50). Éste se convierte en RNA doble hebra mediante una RNA po- 
limerasa dependiente de RNA que se encuentra en las plantas y en 
muchos hongos (pero no en la levadura por gemación S. cerevisiae, 
donde no aparece el sistema siRNA, y tampoco en los mamíferos, 
donde no se produce este mecanismo de represión de la transcrip- 
ción). Los RNA doble hebra largos resultantes son cortados por una 
ribonucleasa específica de RNA doble hebra llamada Dicer, en frag- 
mentos de 22 nucleótidos con dos nucleótidos 3"que sobresalen. Una 
hebra de estos fragmentos Dicer es unida por un miembro de la fa- 
milia de proteínas llamadas Argonaut que se asocian con los siRNA 
en los mecanismos de represión de la transcripción y la traducción. 
La proteína Argonaut de S. pombe, Ago 1, se asocia con otras dos 
proteínas para formar el complejo RITS (del inglés RNA-induced 
transcriptional silencing). 

El complejo RITS se asocia con las regiones centrométicas me- 
diante apareamiento de bases entre el siRNA asociado con su subu- 
nidad Ago1 y los transcritos nacientes a partir de la región y las inte- 
racciones de su subunidad Chp1 (proteína 1 de cromodominio) que 
contiene un cromodominio de unión a metil lisina específica para la 
unión de la histona H3 dimetil y trimetil lisina 9 asociada con la he- 
terocromatina. El complejo RITS también se asocia con un complejo 
que contiene RNA polimerasa dependiente de RNA, RDRC. Debido 
a que se generan muchos siRNA a partir del RNA doble hebra, esto 
produce un circuito de retroalimentación positiva que incrementa 
la asociación de los complejos RITS con la heterocromatina cen- 
tromérica. El complejo RITS también se asocia con una histona H3 
lisina 9 metiltransferasa. Los marcadores metil histona H3 lisina 9 
resultantes en la cromatina centromérica son sitios de unión para 
las proteínas HP1 de S. pombe y una histona desacetilasa (HDAC), 


que conduce a la condensación de la región centromérica en la he- 
terocromatina. 
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FIGURA7-50 Modelo para la generación de la heterocromatina en los 
centrómeros de S. pombe mediante los RNA no codificantes. Paso (fl): los 
transcriptos por Pol Il de las secuencias repetidas no codificantes de proteínas 
de los centrómeros se transcriben a un nivel bajo. Paso (EJ): el RNA naciente 
es unido por el complejo RITS mediante apareamiento de bases del RNA de 
interferencia corto complementario (siRNA) asociado con la subunidad Ago 

1 del complejo RITS y la interacción de la subunidad Chp1 con la histona H3 
metilada sobre la lisina 9. Paso (EJ) el complejo RITS se asocia con el complejo 
RDRC, que incluye una RNA polimerasa dependiente de RNA que convierte 

al transcripto de la Pol Il de RNA naciente en un RNA doble hebra. Paso (EJ): 

el RNA doble hebra es cortado por la ribonucleasa Dicer específica de doble 


A Inducción 5-metil C por los ncRNA en las plantas El modelo de 
planta Arabidopsis thaliana usa la metilación del DNA amplia- 
mente para reprimir la transcripción de los transposones y los retro- 
transposones (analizados en el Cap. 6) y ciertos genes específicos. Ade- 
más de la metilación de C en la posición 5 en la secuencia CG, las 
plantas también metilan genes en CHG (donde H es cualquiera de los 
otros nucleótidos) y CHH. Existe un grado de redundancia, pero la 
DNA metiltransferasa MET1 lleva a cabo en gran medida la metilación 
CpG y es funcionalmente similar a la DNMT!1 en los animales multice- 
lulares. CMT3 (cromometilasa 3) metila CHG y DRM2 es la principal 
metiltransferasa de CHH. La metilación de las secuencias CpG y CHG 
se mantienen con la replicación del DNA mediante MET1 y CMT3, 
respectivamente, por reconocimiento de la metil C en la hebra parental 
del DNA recientemente sintetizado y la metilación de la hebra hija C, 
como se analizó anteriormente para la DNMT1 humana. Sin embargo, 
uno de los cromosomas hijos de un sitio de metilación CHH tiene una 
G sin modificar en la posición complementaria a la C metilada y, por lo 
tanto, no porta modificación del DNA que pueda ser reconocida por la 
DRM2 metiltransferasa. En consecuencia, se debe mantener en los si- 
tios de metilación CHH por un mecanismo alternativo. 
El gen FWA codifica un factor de transcripción homeodominio 
involucrado en la regulación del tiempo de floración en respuesta a 
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hebra en fragmentos de doble hebra de =22 nucleótidos con dos bases que 
cuelgan en el extremo 3 de cada hebra. Paso (EJ): una de las dos hebras de 
=22 nucleótidos generadas es unida por la subunidad Ago1 de un complejo 
RITS. Como los múltiples siRNA asociados con el complejo RITS son generados 
a partir de cada transcripto Pol Il, esto produce una retroalimentación positiva 
que concentra los complejos RITS en la región del centrómero. Paso (6): el 
complejo RITS también se asocia con una histona H3 lisina 9 metiltransferasa 
(H3K9), que metila la histona H3 en la región centromérica. Esto genera un sitio 
de unión para las proteínas HP1 de S. pombe, así como la subunidad Chp1 del 
complejo RITS. La unión de HP1 condensa la región en heterocromatina como 
se esquematiza en la Figura 6-354. [Adaptado de D. Moazed, 2009, Nature, 457:413] 


la temperatura, de manera tal que las plantas no florezcan antes de 
los días cálidos de primavera. En A. thaliana de tipo silvestre, FWA 
se encuentra reprimido por la metilación de CHH de su región pro- 
motora. La falla para metilar el promotor FWA produce un fenotipo 
fácilmente reconocible de florecimiento tardío, lo que permite el ais- 
lamiento de mutantes de A. thaliana en múltiples genes que fallan en 
metilar las secuencias CHH. Estos genes se han clonado por los mé- 
todos descritos en el Capítulo 5, revelando un mecanismo complejo 
de metilación del DNA dirigido por RNA que involucra a las RNA 
polimerasas IV y V específicas de plantas mencionadas anteriormente 
(Fig. 7-51) y a los siRNA nucleares específicos de plantas que son de 
24 nucleótidos de largo. 

El gen FWA tiene una duplicación directa en su región promo- 
tora, y se encuentran presentes múltiples copias de transposones en 
el genoma. Mediante un mecanismo aún no elucidado, la Pol IV es 
dirigida a transcribir DNA repetido sin importar cuál es su secuen- 
cia. Una RNA polimerasa dependiente de RNA (RDR2) convierte el 
transcripto simple hebra de la Pol IV en un RNA doble hebra, que €5 
cortado por las ribonucleasas Dicer, en especial DCL3, en fragmentos 
doble hebra de 24 nucleótidos con dos bases que sobresalen. Una he- 
bra de estos fragmentos de RNA es unida por una proteína Argonauta 
(AGO4 o 6) en cuerpos densos en el núcleo llamados cuerpos de Ca- 


AGO4/6 


FIGURA 7-51 Modelo del mecanismo de metilación del DNA en las C 
en las secuencias CHH en A. thaliana. La RNA polimerasa IV específica 

de plantas transcribe secuencias repetidas como los transposones y la 

región proximal al promotor del gen FWA (DNA azul, con la región duplicada 
indicada por las flechas azules). La RNA polimerasa RDR2 dependiente de 
RNA convierte esto en RNA doble hebra, que es cortada por la enzima Dicer 
DCL3 en fragmentos de RNA doble hebra de 24 nucleótidos con dos bases 
que sobresalen. Una hebra está unida por la proteína Argonauta AGO4 o 
AGO6 y forma apareamientos de bases con los transcritos del DNA repetido 
transcripto por la RNA polimerasa V específica de plantas. Esto lleva a la 
metilación de las C (M) mediante la DNA metiltransferasa DRM2. Diversas otras 
proteínas que participan en este proceso elaborado están representadas por 
círculos coloreados. Éstas fueron identificadas debido a que mutaciones en 
ellas producen un fenotipo de florecimiento tardío y no pueden metilar las C 
en la región promotora de FWA. [Adaptado de M. V. C. Greenberg y cols, 2011, Epigenetics 
6:344] 


jal, después de que el biólogo español los descubrió por primera vez al 
comienzo del siglo veinte. El RNA simple hebra de 24 nucleótidos en 
estos complejos Argonauta luego forman apareamiento de bases con 
un transcripto naciente de DNA repetitivo sintetizado por la Pol V. 
Ésta dirige la DNA metiltransferasa DRM2 a metilar las € en el DNA 
repetitivo. Al igual que en los metazoos, una histona desacetilasa in- 


teractúa con las C metiladas, lo que lleva a la hipoacetilación de los 


nucleosomas asociados con el DNA repetitivo y a la represión de la 


transcripción por parte de la Pol II. ll 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 7.7 


Regulación epigenética de la transcripción 


- El término control epigenético de la transcripción se refiere a la 
represión o la activación que Se mantiene después de que las células 


ilaci dificacio- 
se replican como resultado de la metilación del DNA o modi 


1 1 en especial la metilación de 
nes postraduccionales de las histonas, p 


histonas. 


- La metilación de secuencias CpG en los promotores con islas CpG 
os genera sitios de unión para una familia de proteí- 
) que se asocian con histonas desacetila- 
tilación de las regiones promotoras y la 


en los mamiífer 
nas de unión a metil (MBT 
sas, lo que induce la hipoace 
represión transcripcional. 


« La histona H3 dimetilada o trimetilada en la lisina 9 crea sitios de 
unión para la proteína asociada con la heterocromatina HP1, que ERP 
duce la condensación de la cromatina y la represión de la transcripción. 
Estas modificaciones postraduccionales se perpetúan con la replicación 
de los cromosomas debido a que las histonas metiladas se asocian de 
manera aleatoria con las moléculas de DNA hijas y con la histona H3 
lisina 9 metiltransferasa que metila la lisina 9 de la histona 3 en las his- 
tonas H3 recientemente sintetizadas en la hebra de DNA hija. 

« Los complejos Polycomb mantienen la represión de los genes as 
cialmente reprimidos por represores de factores de transcripción 
de unión a secuencias específicas expresados temprano durante la 
embriogénesis. Una clase de complejos de represión Polycomb, los 
complejos PRC2, se cree que se asocian con estos represores en las 
células embrionarias tempranas, lo que da como resultado la metl- 
lación de la lisina 27 de la histona H3. Esto crea sitios de unión para 
las subunidades en el complejo PRC2 y los complejos tipo PRCI1 que 
inhiben el ensamblaje de los complejos de iniciación Pol II o inhi- 
ben la elongación de la transcripción. Debido a que los octámeros 
de histona parental con H3 metilada en la lisina 27 se distribuyen 
en ambas moléculas de DNA hijas a continuación de la replicación 
del DNA, los complejos PRC2 que se asocian con estos nucleosomas 
mantienen la metilación de la lisina 27 en la histona H3 por medio 
de la división celular. 


* Los complejos Trithorax se oponen a la represión de los complejos 
Polycomb mediante la metilación de la histona H3 en la lisina 4 y 
mantienen esta marca de activación por medio de la replicación de 
los cromosomas. 


* La inactivación del cromosoma X en las hembras de mamífero re- 
quieren un RNA no codificante, largo (ncRNA) llamado Xist que 
se transcribe desde el centro de inactivación X y luego se disemina, 
mediante un mecanismo que no se comprende bien, a lo largo del 
mismo cromosoma. Xist es unido por el complejo PRC2 en un esta- 
dio temprano de la embriogénesis, iniciando la inactivación X que se 
mantiene a lo largo del resto de la embriogénesis y de la vida adulta. 


* También se ha descubierto que los ncRNA largos llevan a la repre- 
sión de los genes en trans, en oposición a la inactivación cis impuesta 
por Xist. La represión se inicia por su interacción con los complejos 
PRC2. Queda mucho por aprender acerca de cómo son dirigidos a 
regiones cromosómicas específicas, pero el descubrimiento de ncR- 
NA de = 1 600 de largo conservados entre los mamíferos aumenta 
la posibilidad de que éste sea un mecanismo ampliamente utilizado 
para la represión. 


* En muchos hongos y plantas, las RNA polimerasas dependientes de 
RNA generan RNA de doble hebra a partir de los transcriptos nacien- 
tes de secuencia repetida. Los RNA de estos transcriptos nacientes son 
procesados por las ribonucleasas Dicer en siRNA de 22 a 24 nucleótidos 
unidos por las proteínas Argonauta. Estos siRNA forman apareamien- 
to de bases con los transcriptos nacientes a partir de las secuencias de 
DNA repetidas e inducen la metilación de la lisina 9 de la histona H3 
en las repeticiones centroméricas en la levadura S. pombe, y la metila- 
ción del DNA en las plantas, lo que da como resultado la formación de 
heterocromatina transcripcionalmente reprimida. 
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7.8 Otros sistemas de transcripción eucariontes 


Concluimos este capítulo con una breve descripción de la iniciación de 
la transcripción eucarionte por otras dos RNA polimerasas nucleares 
eucariontes, Pol 1 y Pol III, y por las diferentes polimerasas que id 
criben el DNA mitocondrial y de los cloroplastos. Aunque estos siste- 
mas, en particular sus regulaciones, son menos comprendidos que la 
transcripción por parte de la RNA polimerasa II, son igualmente fun- 
damentales en la vida de las células eucariontes. 


La iniciación de la transcripción por Pol | y Pol 111 
es análoga a la de la Pol Il 


La formación de los complejos de iniciación de la transcripción que 
involucran a Pol 1 y Pol II es similar en algunos aspectos al ensamblaje 
del complejo de iniciación de Pol II (véase la Fig. 7-17). Sin embargo, 
cada una de las tres RNA polimerasas nucleares eucariontes requiere 
de sus propios factores de transcripción generales específicos de la po- 
limerasa y reconocen diferentes elementos de control. Además, ni Pol 1 
ni Pol II requieren hidrólisis de ATP por una DNA helicasa para ayu- 
dar a separar las hebras molde de DNA para iniciar la transcripción, 
mientras que Pol II sí. La iniciación de la transcripción por Pol 1, que 
sintetiza los pre-rRNA, y por Pol III, que sintetiza los tRNA, el TRNA 
5S y otros RNA estables, cortos (véase el Cuadro 7-2), está fuertemente 
acoplada a la tasa de crecimiento y de proliferación celular. 


Iniciación por Pol | Los elementos de regulación que dirigen la inicia- 
ción de Pol I están localizados de modo similar en relación con el sitio 
de inicio de la transcripción, tanto en la levadura como en los mamífe- 
ros. Un elemento central que abarca el sitio de inicio de la transcripción 
desde —-40 hasta +5 es esencial para la transcripción de Pol 1. Un ele- 
mento de control corriente arriba adicional que se extienden aproxima- 


FIGURA 7-52 Transcripción del precursor de RNA del rRNA por la 
RNA polimerasa 1. Arriba: microfotografía electrónica de los comolei 

de RNA de proteína transcritos a partir de genes repetidos de E En 
parte del medio se esquematiza una unidad de transcripción de la p ' L 
potenciadores que estimulan la transcripción de la Pol | desde un E e 
de inicio de la transcripción se representan por rectángulos o sitio 
de terminación de la transcripción de Pol | (To, T,T,p) unidos por dl o 
de terminación específico de Pol | TTF-1 se muestran como EA 
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e —-155 a -60 estimula 10 veces más la transcripción in vitro 
por parte de Pol 1. En los seres humanos, el ensamblaje del complejo de 
preiniciación de Pol 1 (Fig. 7-52) se Iicla por la unión cooperativa de 
UBF (factor de unión corriente arriba) y SL1 (factor de selectividad), 
un factor multisubunidad que contiene TBP y cuatro factores asocia. 
dos con TBP específicos de Pol 1 ( TAFIs), a la región promotora de Po] 
1 Las subunidades de TAF; interactúan directamente con subunidades 
específicas de Pol L, dirigiendo su RNA polimerasa nuclear específica al 
sitio de inicio de la transcripción. TIF- LA, el homólogo de mamífero de 
S. cerevisiae RRN3, es otro factor necesario, así como la proteína-cinasa 
nuclear abundante CK2 (caseína-cinasa 2), la Acuna nuclear, la miosina 
nuclear, la proteína desacetilasa SIRT7 y la le dias Í, que evita la 
formación de superenrollamientos de DNA (Fig. 4-8) durante la trans. 
cripción rápida de Pol 1 de la unidad de transcripción de = 14 kb, 

La transcripción del precursor de 14 kb de los RNA 185, 5,88 y 
285 (véase el Cap. 8) está altamente regulada para coordinar la síntesis 
de ribosoma con el crecimiento y la división celular. Esto se logra por 
la regulación de las actividades de los factores de iniciación de Pol 1 
mediante las modificaciones postraduccionales que incluyen la fosfo- 
rilación y la acetilación en sitios específicos, el control de la velocidad 
de la elongación de Pol 1 y el control de = 300 genes rTRNA humano que 
están transcripcionalmente activos mediante mecanismos epigenéticos 
que ensamblan copias inactivas dentro de la heterocromatina. El cam- 
bio entre las copias silenciosas de la heterocromatina de los genes de 
rRNA y las activas se logra por un complejo multisubunidad de remo- 
delación de la cromatina llamado NoRC (“No” por nucléolo, el sitio de 
transcripción de rRNA dentro del núcleo). NoRC localiza un nucleo- 
soma sobre el sitio de inicio de la transcripción de Pol 1 y bloquea el 
ensamblaje del complejo de preiniciación. También interactúa con una 
DNA metiltransferasa que metila un CpG crucial en el elemento de 
control corriente arriba e inhibe la unión de UBE, así como las histonas 
metiltransferasas que dimetilan y trimetilan la lisina 9 de la histona 


dament 


ACENTRO > Ñ UN É 


rojos. pRNA indica la transcripción del pRNA no codificante necesario para el 
silenciamiento transcripcional. Las regiones del DNA mostradas en azul están 
contenidas en el transcrito primario, pero se eliminan y se degradan durante 
el procesamiento del rRNA. El elemento del promotor central y los elementos 
de control corriente arriba se esquematizan abajo con la localización de la Pol 
| y se representan sus factores de transcripción generales UBF, SL1 y TIF-1A, as! 
como otras proteínas necesarias para la elongación y el control por parte de 
Pol |. [Adaptado de |. Grurnmt, 2010, FEBS J. 277:4626, 


H3, creando sitios de unión para la HP1 heterocromática y las histo- 
nas desacetilasas. Además, un RNA no codificante de =250 nucleótidos 
llamado pRNA (por promotor asociado) transcripto por la Po] 1 desde 
= 2 kb corriente arriba de la unidad de transcripción rRNA (flecha 
en la Fig. 7-52) se une a una subunidad de NoRC y €s necesario para 
el silenciamiento transcripcional. Se cree que pRNA dirige a NoRC a 
las regiones promotoras de Pol I al formar un triple RNA:DNA con 
la secuencia terminadora T,. Esto crea un sitio de unión para la DNA 
metiltransferasa DNMT3b que metila el CpG crucial en el elemento 
promotor corriente arriba. 


roja 


Iniciación por Pol III A diferencia de los genes que codifican proteínas 
y los genes de pre-rRNA, las regiones promotoras de los tRNA y los 
genes rRNA 5$ se encuentran completamente dentro de la secuencia 
transcripta (Fig. 7-53a, b). Dos de tales elementos promotores internos, 
llamados la caja A y la caja B, están presentes en todos los genes tRNA. 
Estas secuencias altamente conservadas no solo funcionan como pro- 
motores sino que también codifican dos proteínas invariantes de los 
tRNA eucariontes que son necesarias para la síntesis proteica. En los 
genes rTRNA 55, una única región de control interna, la caja C, actúa 
como un promotor. 

Tres factores de transcripción generales son necesarios para que la 
Pol MI inicie la transcripción de los genes de £tRNA y rRNA SS in vitro. 
Dos factores multiméricos, TFIMIC y TFIIB, participan en la iniciación 
tanto de los promotores de tRNA como de rRNA 5S; un tercer factor, 
TFITIA, es necesario para la iniciación en los promotores de rRNA 5S. 


(a) 


GentRNA YWVY 


Pol III 


(b) 


GenrrRNA5s VIVIÓ 


Pol 1! 


(c) 


Gen U6 
snRNA 


Al igual que con el ensamblaje de los complejos de iniciación de Pol 1 
y Pol II, los factores de transcripción generales de Pol III se unen en el 
DNA promotor en una secuencia definida. 

La mitad N-terminal de una subunidad TFIIIB, llamada BRE (por 
factor relacionado con TFIUB, TFIB-related factor), es similar en se- 
cuencia a TFIB (un factor Pol II). Esta similitud sugiere que BRF y 
TFIIB llevan a cabo una función similar en la iniciación, es decir, asistir 
en la separación de las hebras de DNA molde en el sitio de inicio de 
la transcripción (Fig. 7-19). Una vez que TFIIIB se ha unido al gen de 
tRNA o de rRNA 5S, Pol III se puede unir e iniciar la transcripción en 
presencia de ribonucleósidos trifosfato. La subunidad BRF de TFIIB 
interactúa específicamente con una de las subunidades de la polime- 
rasa única con Pol III, que da cuenta de la iniciación mediante esta 
polimerasa nuclear específica. 

Otra de las tres subunidades que componen TFIIIB es TBP, que 
ahora se puede ver como un componente de un factor de transcripción 
para las tres RNA polimerasas nucleares eucariontes. El hallazgo de que 
TBP participa en la iniciación de la transcripción por Pol I y Pol HI fue 
sorprendente, puesto que los promotores reconocidos por estas enzi- 
mas no suelen contener cajas TATA. No obstante, en el caso de la trans- 
cripción de Pol III, la subunidad TBP de TFIIIB interactúa con el DNA 
de manera similar a la forma en la que interactúa con las cajas TATA. 

Pol II también transcribe genes para los RNA pequeños, estables 
con promotores corriente arriba que contienen una caja TATA. Un 
ejemplo es el snRNA U6 involucrado en el corte y empalme del pre- 
mRNA, como se analizó en el Capítulo 8. En los mamíferos, este gen 
contiene un elemento promotor corriente arriba llamado el PSE, ade- 
más de la caja TATA (Fig. 7-53c), que es unido por el complejo multi- 
subunidad llamado SNAPC, mientras que la caja TATA es unida por la 
subunidad TBP de una forma especializada de TFIIB que contiene una 
subunidad BRF alternativa. 

MAF] es un inhibidor de la transcripción de Pol MI que funciona 
mediante la interacción con la subunidad BRE de TFIIB y Pol 111. Su 
función es regulada por el control de su importación desde el citoplas- 
ma el interior del núcleo mediante fosforilaciones en sitios específicos 
en respuesta a cascadas de proteína-cinasa de traducción de señales que 
responden al estrés celular y a la falta de nutrientes (véanse los Caps. 16 
y 24). En los mamíferos, la transcripción de Pol 111 también está repri- 
mida por los supresores de tumores cruciales p53 y la familia de retin- 
oblastoma (RB). En los seres humanos existen dos genes que codifican 
la subunidad RPC32. Uno de estos se expresa específicamente en las cé- 
lulas que están replicando, y su expresión forzada puede contribuir a la 
transformación oncogénica de fibroblastos humanos cultivados. 


FIGURA 7-53 Elementos de control de la transcripción en genes 
transcriptos por la RNA polimerasa Ill. Tanto los genes de tRNA (a) 
como de rRNA SS (b) contienen elementos promotores internos (amarillo) 
localizados corriente abajo del sitio de inicio de la transcripción y llamados 
cajas A, B y C, como se indica. El ensamblaje de complejos de iniciación de 
la transcripción de estos genes comienza con la unión de los factores de 
transcripción generales específicos de Pol lll, TFINA, TFINIB y TFNIC a estos 
elementos de control. Las flechas verdes indican interacciones fuertes DNA- 
proteína específica de secuencia. Las flechas púrpuras indican interacciones 
entre los factores de transcripción generales y Pol Il. (c) La transcripción del 
gen U6 snRNA en los mamíferos está controlada por un promotor corriente 
arriba con una caja TATA unida a la subunidad TBP de una forma especializada 
de TFIIIB con una subunidad BRF alternativa y un elemento regulador 
corriente arriba llamado el PSE unido por un factor multisubunidad llamado 
SNAP4. (De L. Schramm y N. Hernandez, 2002, Genes Dev. 16:2593, 
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7.8 Otros sistemas de transcripción eucariontes 


Los DNA de cloroplastos y mitocondrias 
se transcriben mediante RNA polimerasas 
específicas de orgánulo 


Como se analizó en el Capítulo 6, las mitocondrias y los cloroplastos 
probablemente evolucionaron a partir de las eubacterias que fueron 
endocitadas en células ancestrales que contenían un núcleo eucarionte. 
En los eucariontes modernos, ambos orgánulos contienen DNA distin- 
tos que codifican algunas de las proteínas esenciales para sus funciones 
específicas. Es interesante notar que las RNA polimerasas que trans- 
criben DNA mitocondrial (mt) y DNA de cloroplasto son similares a 
las polimerasas de las eubacterias y los bacteriófagos, lo que refleja sus 
orígenes evolutivos. 


Transcripción mitocondrial La RNA polimerasa que transcribe mtD- 
NA se codifica en el DNA nuclear. Después de la síntesis de la enzima 
en el citosol, es importada a la matriz mitocondrial mediante mecanis- 
mos descritos en el Capítulo 13. Las RNA polimerasas mitocondriales 
de S. cerevisiae y de la rana Xenopus laevis consisten en una subuni- 
dad grande con actividad de polimerización de ribonucleótidos y una 
subunidad B pequeña (TFBM). En los mamíferos, otra proteína de la 
matriz, el factor de transcripción mitocondrial A (TFAM), se une a los 
promotores del mtDNA y es esencial para la iniciación de la transcrip- 
ción en los sitios de inicio usados en la célula. La subunidad grande 
de la RNA polimerasa mitocondrial de levadura está evidentemente 
relacionada con las RNA polimerasas monoméricas del bacteriófago 
T7 y de bacteriófagos similares. Sin embargo, la enzima mitocondrial 
es funcionalmente distinta de la enzima de bacteriófago en su depen- 
dencia de otros dos polipéptidos para la transcripción desde los sitios 
adecuados de inicio. 

Las secuencias promotoras reconocidas por la RNA polimerasa 
mitocondrial incluyen al sitio de inicio de la transcripción. Estas se- 
cuencias promotoras, que son ricas en residuos A, se han caracterizado 
en el mtDNA de levaduras, plantas y animales. El genoma mitocon- 
drial circular humano contiene dos secuencias promotoras de 15 pb, 
una para la transcripción de cada hebra. Cada hebra se transcribe por 
completo; los transcriptos primarios largos luego son procesados por 
escisión en los genes de tRNA que separa cada uno de los mRNA y los 
rRNA mitocondriales. Un segundo promotor parece ser responsable 
de la transcripción de copias adicionales de los rRNA. Actualmente, se 
comprende poco acerca de cómo se regula la transcripción del genoma 
mitocondrial de manera tal de coordinar la producción de las pocas 
proteínas mitocondriales que codifica con la síntesis y la importación 
de los miles de proteínas codificadas por el DNA nuclear que compren- 
den la mitocondria. 


Transcripción de cloroplasto El DNA de cloroplasto se transcribe por 
medio de dos tipos de RNA polimerasas, una proteína multisubunidad 
similar a las RNA polimerasas bacterianas y una similar a las enzimas 
de subunidad única de bacteriófagos y mitocondrias. Las subunidades 
del centro de la enzima del tipo bacteriano, Q,, B, B”, y las subunidades 
(w están codificadas en el DNA de cloroplastos de las plantas superio- 
res, mientras que seis factores O similares a 0” están codificados en 
el DNA nuclear de las plantas superiores. Esto es otro ejemplo de la 
transferencia de genes de genomas organulares a los genomas nucleares 
durante la evolución. En este caso, los genes que codifican los factores 
de iniciación de la transcripción reguladores han sido transferidos al 
núcleo, donde el control de su transcripción por la RNA polimerasa II 
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nuclear probablemente controla de manera indirecta la expresión de 
grupos de genes de cloroplastos. La RNA polimerasa de cloroplasto si- 
milar a la bacteriana se denomina polimerasa de plástido debido a que 
su centro catalítico está codificado por el genoma de cloroplasto, la 
mayoría de los genes de cloroplasto son transcritos por estas enzimas 
tienen regiones de control en -35 y 10 similares a los promotores de 
las cianobacterias, a partir de las cuales evolucionaron. La RNA polime. 
rasa similar a la T7 de cloroplasto también está codificada en el genoma 
nuclear de las plantas superiores. Esta transcribe UN grupo diferente 
de genes de cloroplastos. Curiosamente, incluye genes que codifican 
subunidades de la polimerasa de plástido multisubunidad similar a la 
bacteriana. Resultados recientes indican que la transcripción por Parte 
de la polimerasa multisubunidad está regulada pariÓS factores sigma 
cuyas actividades están reguladas por la luz y el estrés metabólico, 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 7.8 
Otros sistemas de transcripción eucariontes 


* El proceso de iniciación de la transcripción por Pol 1 y Pol III es simi- 
lar al de la Pol II pero necesita diferentes factores de transcripción gene- 
rales, es dirigido por diferentes elementos promotores y no requiere de 
la hidrólisis de enlaces fosfodiéstere P-y del ATP para separar las hebras 
de DNA en el sitio de inicio. 


* El DNA mitocondrial se transcribe mediante una RNA polimerasa co- 
dificada en el núcleo compuesta por dos subunidades. Una subunidad 
es homóloga a la RNA polimerasa monomérica del bacteriófago T?, la 
otra se asemeja a los factores O bacterianos. 


* El DNA de cloroplastos se transcribe por una RNA polimerasa codif- 
cada por el cloroplasto homóloga a la RNA polimerasa bacteriana, con 
diversos factores O alternativos codificados por el núcleo y una única 
subunidad de RNA polimerasa similar a la del bacteriófago T7. 


Perspectivas para el futuro 


Mucho se ha aprendido en los últimos años acerca del control de la 
transcripción en eucariontes. Los genes que codifican = 2 000 activa- 
dores y represores se pueden reconocer en el genoma humano. Ahora 
tenemos un panorama de cómo el número astronómico de combi- 
naciones posibles de estos factores de transcripción puede generar la 
complejidad de control génico necesaria para producir organismos 
tan notables como los que vemos a nuestro alrededor. Pero queda 
mucho por comprender. Aunque tenemos algún conocimiento acerca 
de qué procesos activan un gen y cuáles lo reprimen, conocemos poco 
acerca de cómo la frecuencia de transcripción es controlada con el fin 
de proporcionar a una célula las cantidades adecuadas de sus diversas 
proteínas. En un precursor de eritrocito, por ejemplo, los genes glo” 
bina se transcriben a una tasa mucho más rápida que los genes qu 
codifican las enzimas del metabolismo intermediario (los llamados 
genes de mantenimiento). ¿Cómo se logran las grandes diferencia 
en la frecuencia de la iniciación de la transcripción de varios gane: 
¿Qué sucede con las múltiples interacciones entre los dominios 
activación, los complejos coactivadores, los factores de transcripció! 
y la RNA polimerasa II cuando la polimerasa inicia la transcripción 


y 


y transcribe alejándose desde la región promotora? ¿Están totalmen- 
te disociados en los promotores poco transcritos, de manera que la 
combinación de múltiples factores requeridos para la transcipción 
deben reensamblarse desde cero para cada ronda de transcripción? 
¿Los complejos de activadores con sus múltiples coactivadores DEE 
manecen ensamblados en los promotores en los cuales tiene lugar la 
reiniciación a velocidad elevada, de manera que todo el ensamblaje 
non tenga que ser reconstruido cada vez que se inicia la polimerasa? 

Queda mucho por aprender acerca de la estructura de la cromati- 
na y de cómo esa ias influye en la transcripción, ¿Qué compo- 
nentes adicionales además de HP1 y la histona metilada en la lisina 9 
de la H3 son necesarios para dirigir ciertas regiones de la cromatina 
para formar la heterocromatina, donde la transcripción está reprimi- 
da? Precisamente, ¿cómo cambia la estructura de la cromatina por los 
activadores y los represores, y cómo esto estimula o inhibe la trans- 
cripción? Una vez que los complejos de remodelación de la cromatina 
y los complejos de acetilación se asocian con una región promotora, 
¿cómo permanecen asociados? Los modelos actuales sugieren que 
ciertas subunidades de estos complejos se asocian con colas de histo- 
nas modificadas, de manera tal que la combinación de unión a colas 
de histonas específicas modificadas más la modificación de las colas 
de histonas vecinas de la misma forma da como resultado la retención 
del complejo de modificación en la región promotora activada. En 
algunos casos, este tipo de mecanismo de ensamblado provoca que 
los complejos se diseminen a lo largo una fibra de cromatina. ¿Qué 
controla que tales complejos se dispersen y cuán lejos lleguen? 

Se ha descubierto que dominios de activación únicos interactúan 
con diversos complejos coactivadores. ¿Son estas transiciones transi- 
torias, de manera tal que el mismo dominio de activación puede inte- 
ractuar con varios coactivadores de manera secuencial? ¿Se requiere 
un orden específico de interacción de coactivador? ¿De qué manera la 
interacción de los dominios de activación con el mediador estimula 
la transcripción? ¿Estas interacciones simplemente estimulan el en- 
samblaje de un complejo de preiniciación, o ellas también influyen 
en la velocidad a la cual la RNA polimerasa II inicia la transcripción a 
partir de un complejo de iniciación ensamblado? 

La activación transcripcional es un proceso altamente coopera- 
tivo, de manera tal que los genes expresados en un tipo específico de 


célula solo se expresan cuando el grupo completo de los activadores 
án expresados y activados. Como se mencio- 


s factores de transcripción que controlan 
n el hígado también se expresan en las 
Sin embargo, el gen no se expresa en 
anscripción requieres dos factores de 
dos sólo en el hígado. ¿Qué meca- 
nte cooperativa de los factores de 
xpresión de genes específicos del 


que controlan ese gen est 
nó anteriormente, alguno 
la expresión del gen TTR e 
células intestinales y renales. 
estos otros tejidos, ya que su tr 
transcripción adicionales expresa 
nismos explican esta acción altame 
transcripción que es crucial para la e 
tipo de célula? 


El descubrimiento de que los RNA , ha despertado 
reprimir la transcripción de genes diana específicos ha despe 


un gran interés. ¿Éstos reprimen siempre la transcripción Ps 1811 
los complejos Polycomb? ¿Pueden también los PRA pS ' cantes 
largos activar la transcripción de genes diana e Rea at cl 
dirigidos a genes específicos? Los = 1 600 ENA no codi A ñ 
gos que están conservados entre los mamileros, ¿realizan to da as 
funciones para regular la transcripción de genes diana especí cos, 
añadiendo complejidad al control de la transcripción mediante pro- 
teínas de unión a DNA de secuencia específica? La investigación para 


no codificantes largos pueden 


responder estas preguntas será un área apasionante de investigación 
en los próximos años. 

Se necesitará un exhaustivo conocimiento del desarrollo normal y 
de los procesos anómalos asociados con enfermedades para responder 
éstos y muchos otros interrogantes. A medida que se descubran cono- 
cimientos adicionales de los principios de control de la transcripción, 
es probable que surjan aplicaciones para dichos conocimientos. Este 
entendimiento puede permitir un control fino de la expresión de los 
genes terapéuticos introducidos a través de vectores de terapia génica 
a medida que se desarrollen. El conocimiento detallado de las interac- 
ciones moleculares que regulan la transcripción puede proporcionar 
nuevos blancos para el desarrollo de fármacos terapéuticos que inhiban 
o estimulen la expresión de genes específicos. Una comprensión más 
completa del mecanismo de control de la transcripción puede permitir 
mejorar la ingeniería de cultivos con características deseables. Por cier- 
to, posteriores avances en el área de control de la transcripción contri- 
buirán a satisfacer nuestra compresión acerca de cómo se desarrollan y 
funcionan organismos tan complejos como nosotros mismos. 


Palabras clave 


mediador 315 
receptores nucleares 309 
promotor 281 


dominio de activación 307 
activadores 281 
factor antiterminación 301 


bromodominio 319 
dominio carboxilo terminal 
(CTD) 293 
represión mediada por 
la cromatina 315 
cromodominio 330 
coactivador 311 
correpresor 312 


elementos proximales 
al promotor 302 
dominio de represión 308 
represores 281 
RNA polimerasa II 290 
secuencias silenciadoras 316 
factores de transcripción 
específicos 305 


huella genética con DNasa 1 305 

potencisoma 314 

potenciadores 285 

factores de transcripción 
generales 297 

genes de choque térmico 325 

desacetilación de histonas 318 

cierre de leucina 311 

locus MAT (en levadura) 315 


caja TATA 295 
proteína de unión 
a caja TATA (TBP) 298 
secuencias activadoras 
corriente arriba (UAS) 305 
sistema de doble híbrido 
de levadura 321 
dedos de cinc 309 


Revisión de los conceptos 


1. Describa los acontecimientos moleculares que se producen en el ope- 
rón lac cuando las células de E. coli son cambiadas desde un medio que 
contiene glucosa a un medio que contiene lactosa. 

2. La concentración de glutamina libre afecta la transcripción de la en- 
zima glutamina sintetasa en E. coli. Describa los mecanismos para ello. 
3. ¿Qué tipos de genes transcriben las RNA polimerasas l, II y 111? Dise- 
ñe un experimento para determinar si un gen específico es transcripto 
por la RNA polimerasa Il. 

4. El CTD de la subunidad más grande de la RNA polimerasa 11 puede 
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ser fosforilada en múltiples residuos de serina. ¿Cuáles son las condi- 
ciones que llevan al CTD de la RNA polimerasa II fosforilado versus el 
no fosforilado? 
5. ¿Qué tienen en común la caja TATA, los iniciadores y las islas CpG? 
¿Cuál fue el primero en ser identificado? ¿Por qué? 
6. Describa los métodos usados para identificar la localización de los 
elementos de control en las regiones proximales al promotor de los ge- 
nes. 
7. ¿Cuál es la diferencia entre un elemento proximal al promotor y UN 
potenciador distal? ¿Cuáles son las similitudes? 
8. Describa los métodos usados para identificar la localización de las 
proteínas de unión al DNA en las regiones reguladoras de los genes. 
9. Describa las características estructurales de las proteínas activadoras 
y represoras de la transcripción. 
10. Dar dos ejemplos de cómo la expresión génica puede ser reprimida 
sin alterar la secuencia que codifica el gen. 
11. Usando CREB y receptores nucleares como ejemplo, compare y 
contraste los cambios estructurales que tienen lugar cuando estos fac- 
tores de transcripción se unen a sus coactivadores. 
12. ¿Qué factores de transcripción generales se asocian con un pro- 
motor de RNA polimerasa II además de la polimerasa? ¿En qué or- 
den se unen in vitro? ¿Qué cambios estructurales se producen en el 
DNA cuando se forma un complejo de iniciación de la transcripción 
“abierto”? 
13. La expresión de proteínas recombinantes en la levadura es una he- 
rramienta importante para las compañías biotecnológicas que produ- 
cen nuevos fármacos para el uso humano. En un intento por obtener 
un gen X nuevo expresado en levadura, un investigador ha integrado el 
gen X en el genoma de levadura cerca de un telómero. ¿Resultará esta 
estrategia en una buena expresión del gen X? ¿Por qué sí o por qué no? 
¿Podría el resultado de este experimento diferir si el experimento se hu- 
biese llevado a cabo en una línea de levadura que contiene mutaciones 
en las colas de histonas H3 o H4? 
14. Usted ha aislado una nueva proteína llamada STICKY. Puede pre- 
decir a partir de las comparaciones con otras proteínas conocidas que 
STICKY contiene un dominio HBHb y un dominio de interacción con 
Sin3. Prediga la función de STICKY y razone la importancia de estos 
dominios en la función STICKY. 
15. El método de doble híbrido de levadura es un poderoso método 
de genética molecular para identificar una proteína (o proteínas) que 
interactúa con una proteína o dominio proteico conocido. Usted ha 
aislado el receptor glucocorticoide (GR) y tiene evidencia de que es 
una proteína modular que contiene un dominio de activación, un do- 
minio de unión al DNA y un segundo dominio de activación de unión 
a ligando. Análisis posteriores revelaron que en las células pituitarias, 
la proteína está anclada en el citoplasma en la ausencia de su ligando 
de hormona, un resultado que lo lleva a usted a especular que se unen 
a otras proteínas inhibidoras. Describa cómo se podría usar un análisis 
de doble híbrido para identificar la proteína(s) con la cual interactúa 
GR. ¿Cómo podría usted identificar específicamente el dominio en el 
GR que une el o los inhibidores? 
16. Los procariontes y los eucariontes inferiores como las levaduras 
Meca elementos de regulación del DNA llamados secuencias de acti- 
vación corriente arriba. ¿Cuáles son las secuencias comparables que se 
encuentran en las especies de eucariontes superiores? 
17. Recuérdese que el represor Trp se une a un sitio en la región opera- 
dora de los genes productores de triptófano cuando este es abundante, 
evitando así la transcripción. ¿Qué sucedería a la expresión de los genes 
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CAPÍTULO 7 * Control transcripcional de la expresión génica 


de enzimas de la biosíntesis de triptófano en los siguientes escenarios? 
on una de las siguientes frases: 


Complete las zonas en blanco € 


nunca se expresarán/siempre (constitutivamente) se expresarán 

produce un represor Trp mutante que no puede unirse q] 
zimas. 

presor Trp mutante que se une a su sitip 

tófano presente. Los genes de las enzimas, 

que no puede unirse a 


a. La célula 
operador. Los genes de las en 
b. La célula produce un Té 


¡no hay trip 
operador incluso s1 nO 
c. La célula produce un factor sigma mutante 


la región promotora. Los genes de nas enzimas. e | 
d. La elongación de la secuencia líder siempre S€ etiene después de 


la región 1 de transcripción. Los genes de las enzimas. 
18. Comparar/contrastar los mecanismos de expresión de genes euca- 


riontes y bacterianos. o | 
sidad en identificar la región de la secuencia del 


19. Usted tiene curio dese ¡ 
gen X que sirve como Un potenciador para la expresión génica. Diseñe 


un experimento para investigar este tema. 
20. Algunos organismos tienen mecanismos que anularán la termina- 


ción de la transcripción. Uno de tales mecanismos que utiliza la proteí- 
na Tat lo emplea el retrovirus de HIV. Explique por qué Tat es entonces 


un buen objetivo para la vacunación contra el HIV. 
21. Con la identificación de la secuencia reguladora de DNA respon- 


sable de la traducción de un gen dado, usted nota que está enriquecida 
con secuencias CG ¿Es probable que el gen correspondiente tenga una 
alta tasa de expresión del transcripto? 

22. Nombre cuatro clases principales de proteínas de unión al DNA que 


son responsables de controlar la transcripción y describa sus caracte- 


rísticas estructurales. 


Análisis de los datos 


En los eucariontes, cada una de las tres RNA polimerasas, Pol 1, Pol II 
y Pol III, transcribe genes únicos necesarios para la síntesis de ribo- 
somas: ITRNA 255 y 185 (Pol 1), rRNA 55 (Pol II) y los mRNA para 
las proteínas ribosómicas (Pol III). Los investigadores han especulado 
que las actividades de las tres RNA polimerasas están reguladas de 
manera coordinada en función de la demanda de síntesis de riboso- 
mas: alta en las células que están replicando en condiciones ricas en 
nutrientes y baja cuando escasean los nutrientes. Para determinar si 
las actividades de las tres polimerasas están coordinadas, Laferte y 
cols. diseñaron mediante ingeniería genética una cepa de levadura 
que es parcialmente resistente a la inhibición del crecimiento celulal 
mediante el fármaco rapamicina (2006, Genes Dev. 20:2030-2040). 
Como se analizó en el Capítulo 8, la rapamicina inhibe una proteína: 
cinasa (llamada TOR, por target of rapamycin) que regula la velo- 
cidad global de síntesis de proteínas y ribosomas. Cuando TOR €es 
inhibida por la rapamicina, la transcripción de los TRNA por part 
de Pol I y Pol III y los mRNA de proteínas ribosómicas por parte pe 
la RNA polimerasa II son rápidamente reprimidos. Parte de la inhi- 
bición de la síntesis de rRNA resulta de la disociación del facto! de 
transcripción Rrn3 de la Pol I. En la cepa diseñada por Laferte y cols. 
el gen Rrn3 de tipo silvestre y el gen A43 de tipo silvestre, que codifi- 
can la subunidad de Pol 1 a la cual se une Rrn3, se reemplazaron Co? 
un gen que codifica una proteína de fusión de dos proteínas qué evr 
tarían la disociación de Rrn3 de la Pol 1 de otro modo causado po! el 


traí2! 
de Rrn3 y A43) resultante se encontró que era parcialmente resistente 
a la rapamicina. En la ausencia de rapamicina, la cepa CARA creció 
a la misma tasa y tuvo igual cantidad de ribosomas que las células de 


isiento con rapamicina. La cepa CARA (asociación constitutiva 


tipo silvestre. 

a. Para analizar la transcripción de rRNA por la Pol 1, se aisló 
el RNA total a partir de las células de tipo silvestre (WT, wild-type) 
de crecimiento rápido y de las células CARA en diversos momentos 
después de la adición de rapamicina. Se midió la concentración del 
precursor de rRNA 355 transcripto por la Pol 1 (véase la Fig. 8-38) 
mediante el método extensión del cebador. Como el extremo 5' del 
precursor rRNA 235 se degrada durante el procesamiento del rRNA 
255 y 185, éste método mide el precursor pre-rRNA de vida relativa- 
mente corta. Ésta es una medición indirecta de la tasa de transcrip- 
ción de rRNA por la Pol 1. A continuación se muestran los resultados 
de este ensayo de extensión del cebador. ¿Cómo afecta la fusión CARA 
Pol I-Rrn3 la respuesta de la transcripción por Pol l a la rapamicina? 


le WT CARA 

después.dela “A 20 406 60 80100 A 3 An An ananA 

rapamicina 0 20 40 60 80 100 E 40 60 80100 
ME 


b. Se midieron las concentraciones de los cuatro mRNA que co- 
difican proteínas ribosómicas, RPL30, RPS6a, RPL7a y RPL5, y el 
mRNA para la actina (ACT1), una proteína presente en el citoes- 
queleto, en las células de tipo silvestre y CARA mediante la técnica 
Northern blotting en diversos momentos después de la adición de 
rapamicina a las células en crecimiento rápido (autorradiogramas 
superiores). La transcripción de rRNA 5$ se ensayó mediante pulso 
marcado de células de tipo silvestre de crecimiento rápido y células 
CARA con *H uracilo (durante 20 minutos), en diversos momentos 
después de la adición de rapamicina al medio. Se aisló el RNA celular 
total y se lo sometió a electroforesis en gel y autorradiografía. El au- 
torradiograma inferior muestra la región del gen que contiene rTRNA 


A 
Minutos A. AA A > + AA 
después de “Q 20 40 60 80 100 o 2040 60 80100 


Ri 


la rapamicina 


CARA 
Minutos A e A 
después de "y 20 40 60 80100 o 20 40 60 80100 
la rapamicina 


5S 


5S. Sobre la base de esta información, ¿qué se puede concluir acerca 
de la influencia de la transcripción por Pol 1 en la transcripción de 
los genes de proteínas ribosómicas por la Pol II y del rTRNA 58 por 
la Pol 111? 

c. Para determinar si las diferencias en el comportamiento de 
las células de tipo silvestre y las células CARA se pueden observar 
bajo condiciones fisiológicas normales (es decir, sin tratamiento con 
fármaco), las células se sometieron a un cambio en su fuente de nu- 
trientes, desde un medio rico en nutrientes a un medio deficiente en 
nutrientes. Bajo estas condiciones, en las células de tipo silvestre, la 
proteína-cinasa TOR se tornó inactiva. En consecuencia, cambiar las 
células desde un medio rico en nutrientes a un medio deficiente en 
éstos debe provocar una respuesta fisiológica normal que es equiva- 
lente a tratar las células con rapamicina, la cual inhibe a TOR. Para 
determinar cómo la fusión de la proteína CARA afecta la respuesta 
a este cambio de medio, se extrajo el RNA de las células de tipo sil- 
vestre y de las células CARA y se usó como sondas de micromatrices 
que contienen todos los marcos de lectura abiertos de levadura. La 
extensión de la hibridación del RNA con las matrices se cuantificó y 
se expresó en los gráficos como log, de la relación de concentración 
de RNA de células CARA respecto de la concentración de RNA de las 
células de tipo silvestre para cada marco de lectura abierto. Un valor 
de cero indica que las dos cepas de levadura muestran el mismo nivel 
de expresión para aquellos RNA específicos. Un valor de 1 indica 
que las células CARA contienen el doble como mucho de ese RNA 
particular que las células de tipo silvestre. Los siguientes gráficos 
muestran el número de marcos de lectura abiertos (eje y) que tienen 
valores de log, de esta relación, indicada por el eje x. Los resultados 
de la hibridación a los marcos de lectura abiertos que codifican los 
mRNA para las proteínas ribosómicas se muestran mediante barras 
negras, aquellos para todos los otros mRNA, con barras blancas. El 
gráfico a la izquierda da los resultados para las células crecidas en 
un medio rico en nutrientes, el gráfico de la derecha para las células 
cambiadas a un medio deficiente en nutrientes durante 90 minutos. 
¿Qué sugieren estos datos acerca de la regulación de la transcripción 
del gen de proteína ribosómica por la Pol 11? 


Células en crecimiento 
en un medio rico 


Células en crecimiento 
en un medio deficiente 
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Porción de un “cromosoma en escobilla o plumulado" de u 
Nophthalmus viridescens; la proteína hnRNP asociada con 
naciente fluoresce en rojo, después de la tinción con anti 
(Cortesía de M. Roth y J. Gall.) 


hn ovocito del tritón 
el transcrito de RNA 
cuerpos monoclonales. 


n los capítulos anteriores hemos visto que la mayoría de los genes 
se regulan en el primer paso de la expresión génica, la transcrip- 
ción, al controlar el ensamblaje del complejo de preiniciación de 
la transcripción en una secuencia de DNA promotora, así como me- 
diante la regulación del alargamiento de la transcripción en la región 
proximal al promotor. Una vez que se ha iniciado la transcripción, la 
síntesis del RNA codificado requiere que la RNA polimerasa transcri- 
ba el gen completo y no termine en forma prematura. Más aún, los 
transcritos primarios iniciales producidos a partir de los genes euca- 
riontes deben atravesar diversas reacciones de procesamiento para ge- 
nerar los RNA funcionales correspondientes. Para los mRNA, se debe 
añadir la estructura 5” cap necesaria para la traducción (véase la Fig. 
4-14), los intrones se deben cortar y eliminar de los pre-mRNA (Cua- 
dro 8-1) y se debe poliadenilar el extremo 3” (véase la Fig. 4-15). Una 
vez formados los mRNA en el núcleo, ya maduros y funcionales, estos 
son exportados al citoplasma como componentes as las ribonucleo- 
proteínas. Tanto el procesamiento como la exportación MESGEN MaEleo 
ofrecen la posibilidad de regulación adicional de la expresión génica 
después de la iniciación de la transcripción. y 
Recientemente, la gran cantidad de información de secuencia acer- 
ca de los mRNA humanos expresados en diferentes tejidos y en a 
momentos durante la embriogénesis y la diferenciación celular, ha re- 
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velado que el - 95% de los genes humanos surgen mediante el corte y 
empalme alternativo de los mRNA. Estos mRNA procesados de modo 
alternante codifican proteínas relacionadas, con diferencias en las se- 
cuencias limitadas a los dominios funcionales específicos. En muchos 
casos, el corte y empalme alternativo del RNA está regulado para satis- 
facer la necesidad de una isoforma concreta de la proteína, en un tipo 
celular específico. Dada la complejidad del proceso de corte y empalme 
del pre-mRNA, no es sorprendente que ocasionalmente se produzcan 
errores, originando precursores de mRNA con exones procesados de 
manera inapropiada. Sin embargo, las células eucariontes han desarro- 
llado mecanismos de vigilancia que evitan el transporte de estos RNA 
incorrectamente procesados al citoplasma o llevan a su degradación si 
ellos son transportados. 

En el citoplasma pueden ocurrir controles adicionales de expresión 
génica. En el caso de los genes que codifican proteína, por ejemplo, la 
cantidad de proteína producida depende de la estabilidad de los mRNA 
correspondientes en el citoplasma y la velocidad de sus transducciones. 
Por ejemplo, durante la respuesta inmunitaria, los linfocitos se comu- 
nican secretando hormonas polipeptídicas llamadas citocinas, las cua- 
les señalan linfocitos vecinos a través de los receptores que atraviesan 
sus membranas plasmáticas (Cap. 23). Es importante para los linfocitos 
sintetizar y secretar citocinas en estallidos breves. Esto es posible debi- 
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Cuadro 8-1 


mRNA 


RNA mensajero totalmente procesado con caperuza 5”, intrones eliminados por corte y empalme del RNA, y una cola de 


poli(A). 
—_a__ _——_——— —_ — _—_—__ __ -__—__ __ —_ —_—o —_a—_ _—_n———————— ooo ——— 
A 


pre-mRNA 
hnRNA 


Un precursor de mRNA que contiene intrones y no cortado en los sitios de poli(A). 


RNA nucleares heterogéneos. Estos incluyen a los pre-mRNA y los RNA intermediarios del procesamiento que contienen 


uno o más intrones. 
o == A AAK<+ << 


snRNA 


pre-tRNA 


pre-rRNA 


modificación de bases específicas. 


Cinco RNA nucleares pequeños que actúan en la eliminación de intrones de los pre-mRNA mediante el proceso de corte y 
empalme de RNA, además de dos RNA nucleares pequeños que sustituyen a los dos primeros en intrones raros. 


Un precursor de tRNA que contiene bases transcritas adicionales en los extremos 5” y 3%, en comparación con el tRNA 
maduro. Algunos de los pre-tRNA también contienen un intrón en el bucle anticodón. 


El precursor de los RNA ribosómicos maduros 185, 5.88, y 285. Los RNA maduros son procesados a partir de esta 
molécula de RNA precursora larga por corte, eliminación de bases a partir de los extremos de los productos escindidos y 


snoRNA 


RNA nucleolares pequeños. Estos forman apareamiento de bases con regiones complementarias de la molécula de pre- 
RNA, dirigiendo la escisión de la cadena de RNA y la modificación de bases durante la maduración de los rRNA. 


siRNA 


degradación. 


sRNA de interferencia pequeños, — 22 bases de largo, que son perfectamente complementarios a la secuencia de un 
mRNA. Junto con las proteínas asociadas, los siRNA causan el corte del RNA “objetivo o diana”, lo que produce su rápida 


miRNA 


Micro-RNA, de — 22 bases de longitud, que forman extensos apareamientos de bases, pero no por completo, con los mRNA, 
en especial a lo largo de seis pares de bases en el extremo 5” del miRNA. Esto inhibe la traducción del mRNA “diana”. 


do a que los mRNA de las citocinas son extremadamente inestables. En 
consecuencia, la concentración del mRNA en el citoplasma desciende 
rápidamente una vez que su síntesis se detiene. Por el contrario, los 
mRNA que codifican proteínas requeridas en grandes cantidades y que 
funcionan por períodos largos de tiempo (tales como las proteínas ri- 
bosómicas) son extremadamente estables, de manera tal que se trans- 
criben muchos polipéptidos de cada mRNA. 

Además de regular el procesamiento del pre-mRNA, la exportación 
nuclear y la traducción, las localizaciones celulares de muchos (si no to- 
dos) los mRNA son reguladas de modo tal que las proteínas recién sin- 
tetizadas se concentren en donde son necesarias. Ejemplos particular- 
mente sorprendentes acerca de esto se producen en el sistema nervioso 
de los animales multicelulares. Algunas neuronas en el cerebro humano 
generan más de 1 000 sinapsis separadas con otras neuronas. Durante 
el proceso de aprendizaje, las sinapsis que se encienden con más fre- 
cuencia que otras aumentan en tamaño muchas veces, mientras que 
otras sinapsis hechas por la misma neurona no lo hacen. Esto puede 
suceder debido a que los mRNA que codifican proteínas cruciales para 
el alargamiento de la sinapsis se almacenan en todas las sinapsis, pero la 
traducción de estos mRNA localizados y almacenados está regulada en 
cada sinapsis de manera independiente mediante la frecuencia a la cual 
se inicia el desencadenamiento. De esta forma, la síntesis de las proteí- 
nas asociadas con la sinapsis se puede regular independientemente en 
cada una de las muchas sinapsis hechas por la misma neurona. 

Otro tipo de regulación génica que recientemente ha salido a la luz 
involucra a los micro-RNA (miRNA), los cuales regulan la estabilidad 
y la traducción de los mRNA diana específicos en los animales mul- 
ticelulares y en las plantas. Los análisis de estos miRNA cortos en los 

diversos tejidos humanos indican que existen - 500 miRNA expresados 
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en los múltiples tipos de células humanas. Aunque de manera reciente 

se ha descubierto que algunos funcionan a través de la inhibición de la 

expresión del gen diana en el tejido adecuado y en el momento apro- 

piado del desarrollo, se desconocen las funciones de la vasta mayoría de 

los miRNA humanos y por ende es un área de creciente investigación. 

Si la mayoría de los miRNA efectivamente tienen funciones significa- 

tivas, los genes de los miRNA constituyen un subgrupo importante de 
los — 25 000 genes humanos. Un proceso estrechamente relacionado, 
llamado interferencia por RNA (RNAi), conduce a la degradación de 
los RNA virales en las células infectadas y la degradación de los RNA 
codificados por transposones en muchos eucariontes. Esto es de una 
enorme importancia para investigaciones biológicas debido a que es 
posible diseñar RNA de interferencia pequeño (siRNA), a fin de inhi- 
bir experimentalmente la traducción de los mRNA específicos median- 
te un proceso llamado silenciamiento génico por siRNA. Esto hace po- 
sible la inhibición de la función de cualquier gen que se desee, incluso 
en organismos que no son susceptibles a los métodos genéticos clásicos 
para el aislamiento de mutantes. 

Nos referimos a todos los mecanismos que regulan la expresión gé- 
nica a continuación de la transcripción como control génico postrans 
cripcional (Fig. 8-1). Como la estabilidad y la velocidad de la traducción 
de un RNA contribuyen a la cantidad de proteína expresada a partir de 
un gen, estos procesos postranscripcionales son componentes impoF 
tantes en el control génico. En efecto, el resultado proteico de un ge” 
está regulado en cada paso en la vida de un mRNA desde la iniciación de 
su síntesis hasta su degradación. Por ende, los procesos genéticos regula- 
dores actúan sobre el RNA, así como sobre el DNA. En este capítulo, se 
considerarán los acontecimientos que se producen en el procesamiento 
de un mRNA a continuación de la iniciación de la transcripción Y de 
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Cap de pre-mRNA 


Na 
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FIGURA 8-1 Panorama general del procesamiento del RNA y el control 
génico postranscripcional. Casi todos los RNA citoplasmaticos son pro- 
cesados a partir de los transcritos primarios en el núcleo antes de que sean 
exportados al citoplasma. Para los genes que codifican proteínas transcrito 
por la RNA polimerasa ll, el control génico puede ser ejercido a través de: la 
elección de los exones durante el procesamiento del pre-mRNA y BH la elección 
de los sitios poli(A) alternativos. Los MRNA procesados de manera inapropiada 
tienen bloqueada la exportación al citoplasma y son degradados por Bl un 
gran complejo denominado exosoma, que contiene múltiples ribonucleasas. 
Una vez exportados al citoplasma, Bl los factores de iniciación de la traducción 
se unen de manera cooperativa a la caperuza 5” del mRNA con proteínas 

de unión a poli(A) | unidas a la cola de poli(A) e inician la traducción (véase 

la Fig. 4-28). EJ El mRNA es degradado en el citoplasma por desadenilación 


Exosoma 


PRO 4) y 
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Nucleolo 
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y eliminación de la caperuza, seguido por la degradación por los exosomas 
citoplasmáticos. La velocidad de degradación de cada mRNA está controlada 
y, por lo tanto, regula la concentración del mRNA y consecuentemente, la 
cantidad de proteína traducida. Algunos mRNA son sintetizados sin lsraas colas 
de poli(A). Su traducción está regulada por Mel control de la síntesis de una 
cola de poli(A) larga por una poli(A) polimerasa citoplasmática. H La traducción 
también está regulada por otros mecanismos que incluyen los miRNA. Cuando 
se expresan, estos RNA de — 22 nucleótidos inhiben la traducción de los mRNA 
a los cuales se hibridan, en general en la región 3' no traducida. Los tRNA y los 
RNA también son sintetizados como precursores de RNA que deben El ser 
procesados antes de que sean funcionales. Las regiones de los precursores cor- 
tados a partir de los RNA maduros son degradadas por los exosomas nucleares 
El [Adaptado de Houseley y cols. 2006, Nat. Rev Mol. Cell Biol. 7.529.) 
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| 


la elongación proximal al promotor, y los diversos mecanismos que se 


conoce que regulan estos acontecimientos. En la última sección, analiza- 
remos brevemente el procesamiento de los transcritos primarios produ- 
cidos a partir de los genes que codifican los rRNA y los tRNA. 


8.1 Procesamiento del pre-mRNA eucarionte 


En esta sección, describiremos con mayor detalle cómo las células euca- 
riontes convierten al transcrito primario inicial sintetizado por la RNA 
polimerasa 11, en un mRNA funcional. Tres acontecimientos principa- 
les se producen durante el proceso: formación de la caperuza 5”, corte/ 
poliadenilación 3' y corte y empalme del RNA (Fig. 8-2). La adición de 
estas modificaciones específicas a los extremos 5” y 3” del pre-mRNA 
es importante, a fin de protegerlo de las enzimas que digieren rápida- 
mente los RNA sin caperuza generados por el procesamiento del RNA, 
tales como los intrones eliminados y el RNA transcrito en dirección 3' 
desde el sitio de poliadenilación. El 5” cap y la cola 3” poli(A) distinguen 
a las moléculas de pre-mRNA de muchas otras clases de RNA en el nú- 
cleo. Las moléculas de pre-mRNA (véase el Cuadro 8-1) están unidas a 
las proteínas nucleares que funcionan en la exportación del mRNA al 
citoplasma. Después de que los mRNA son exportados al citoplasma, 
estos se unen a un grupo de proteínas citoplasmáticas que estimulan la 
traducción y son críticas para la estabilidad del mRNA en el citoplasma. 
Antes de la exportación nuclear se deben eliminar los intrones para 
generar la correcta región de codificación del mRNA. En los eucarion- 
tes superiores, incluyendo a los seres humanos, el proceso de corte y 
empalme alternativo está regulado de modo intrincado con el fin de 
sustituir diferentes dominios funcionales en proteínas, produciendo 
una expansión considerable del proteoma de estos organismos. 

Los acontecimientos del procesamiento de pre-mRNA en la for- 
mación del casquete, el corte y el empalme, así como la poliadenila- 


ción, se producen en el núcleo a medida que el precursor de mRNA 
está siendo transcrito. Por lo tanto, el procesamiento de pre-mRNA es 
cotranscripcional. Al tiempo que el RNA emerge desde la superficie de 
la RNA polimerasa II, su extremo 5 ES modificado de manera inme. 
diata por la adición de la estructura 5 cap que se encuentra en todos 
los mRNA (véase la Fig. 4-14). A medida que el pre-mRNA naciente 
continúa emergiendo desde la superficie de la polimerasa, se une inme- 
diatamente a miembros de un grupo complejo de proteínas de unión 
al RNA que asisten en el corte y empalme del RNA y en la exportación 
del mRNA totalmente procesado a través de los complejos del poro 
nuclear hasta el citoplasma. Algunas de estas proteínas permanecen 
asociadas con el mRNA en el citoplasma, pero la mayoría permanece 
en el núcleo o es transportada de regreso poco tiempo después de que 
el mRNA es exportado al citoplasma. Las proteínas de unión al RNA 
citoplasmático son intercambiadas por las nucleares. En consecuencia, 
los mRNA nunca se producen como moléculas de RNA libres en la 
célula, sino que siempre están asociados con proteínas como los com- 
plejos de ribonucleoproteína (RNP), primero a medida que a los pre- 
mRNA nacientes se les coloca la caperuza 5' y cuando son procesados 
al tiempo que son transcritos. Luego, a continuación de la escisión y 
la poliadenilación, se denominan como mRNP nucleares. Siguiendo el 
intercambio de proteínas que acompañan la exportación al citoplasma, 
se denominan mRNP citoplasmáticos. A pesar de que con frecuencia se 
denominan pre-mRNA y mRNA, es importante recordar que siempre 


están asociados con proteínas formando complejos RNP. 


La caperuza 5' se añade a los RNA nacientes poco 
tiempo después de la iniciación de la transcripción 


A medida que emerge el transcrito de RNA del canal para el RNA de 
la RNA polimerasa II y alcanza una longitud de - 25 nucleótidos, se 


2) ANIMACIÓN: Ciclo de vida de un mRNA 
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FIGURA 8-2 Panorama general del procesamiento en los eucariontes. 
Corto tiempo después de que la RNA polimerasa ll inicia la transcripción 

en el primer nucleótido del primer exón de un gen, se añade la caperuza al 
extremo 5* del RNA naciente con 7-metilguanilato (paso MI). La transcripción 
por la RNA polimerasa Il termina en cualquiera de uno de los múltiples sitios 
de terminación en dirección 3' desde el sitio de poli(A), que está localizado en 
el extremo 3' del exón final. Después de que el transcrito primario es cortado 
en el sitio poli(A) (paso EJ), se añade una cadena de residuos de adenosina (A) 
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(paso EJ) La cola de poli(A) contiene - 250 residuos A en los mamíferos, - 150 
en los insectos y - 100 en las levaduras. Para los transcritos primarios cortos 
con pocos intrones, el proceso de corte y empalme (paso EJ) suele seguir al 
corte y a la poliadenilación, como se muestra. Para los genes grandes CON 
múltiples intrones, los intrones suelen ser eliminados del RNA naciente du- 
rante su transcripción, es decir, antes de que la transcripción del gen sé ho 
completado. Nótese que el casquete 5' y la secuencia adyacente a la cola de 
poli(A) son retenidos en los mRNA maduros. 
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FIGURA 8-3 Síntesis del casquete 5" en los mRNA eucariontes. El extremo 
5” de un RNA naciente contiene un 5' trifosfato a partir del NTP iniciador. El 
fosfato y es eliminado en el primer paso de la formación del casquete, mientras 
que los fosfato a y B restantes (anaranjado) permanecen asociados con el cas- 
quete. El tercer fosfato del enlace 5”,5'-trifosfato deriva del a-fosfato a del GTP 
que dona la guanina. El metil donante para la metilación de la guanina del cap 
y la primera de las dos ribosas del mRNA es S-adenosilmetionina (S-Ado-Met) 
[Tomado de S. Venkatesan y B. Moss, 1982, Proc. Natl Acad. Sci. USA 79:304.] 


añade una caperuza de protección de 7-metilguanosina y ribosas me- 
tiladas en el extremo 5” de los mRNA eucariontes (véase la Fig. 4-14). 
El 5” cap marca a las moléculas de RNA como precursores de mRNA 
y las protege de las enzimas que digieren RNA (5'-exorribonucleasas) 
en el núcleo y el citoplasma. Este paso inicial en el procesamiento del 
RNA está catalizado por una enzima dimérica formadora de la caperu- 
za, que se asocia con el dominio carboxilo terminal (CTD) fosforilado 
de la RNA polimerasa II. Cabe recordar que el CTD es fosforilado por 
el factor de transcripción general TFIIH en múltiples serinas en la po- 
sición 5 en la repetición heptapéptido del CID durante la iniciación de 
la transcripción (véase la Fig. 7-17). La unión de los CTD fosforilados 
estimula la actividad formadora de la caperuza de las EndiBnas de ma- 
nera tal que se centran en los RNA que contienen un 5 -trifosfato que 
emerge de la RNA polimerasa II y no sobre los RNA transcritos por la 
RNA polimerasa 1 o 111, los cuales no tienen un CTD. Esto es Na 
debido a que la síntesis de pre-mRNA representa solo el - 80% del RNA 
total sintetizado en las células replicativas. Alrededor del 20% es RNA 
prerribosómico el cual es transcrito por la RNA polimerasa Í, el rRNA 
5S y los tRNA, así como por otros RNA pequeños estables que son tran- 
scritos por la RNA polimerasa III. Los dos mecanismos de: (1) unión de 
la enzima formadora de casquete al iniciado por la RNA polimerasa l, 
específicamente a través de su único CTD fosforilado y (2) la activación 
de la enzima formadora del casquete mediante el CTD fosforilado, dan 


como resultado la formación de casquetes en los RNA específicamente 
transcritos por la RNA polimerasa 11. 

Una subunidad de la enzima formadora del casquete elimina el fos- 
fato y del extremo 5' del RNA naciente (Fig. 8-3). Otro dominio de la 
subunidad transfiere el resto GMP del GTP al 5'-difosfato del transcri- 
to naciente, creando la estructura inusual de guanosina 5”-5'-trifosfato. 
En los pasos finales, enzimas separadas transfieren grupos metilos des- 
de la S-adenosilmetionina a la posición N, de la guanina y uno o dos 
oxígenos 2” de las ribosas en el extremo 5” del RNA naciente. 

Existe considerable evidencia que indica que la formación del cas- 
quete del transcrito naciente está acoplada a la elongación por la RNA 
polimerasa II, de manera tal que a todos sus transcritos se les coloca 
casquete durante la primera fase de la elongación. Como se analizó en 
el Capítulo 7, en los metazoos, durante la fase inicial de la transcrip- 
ción de la polimerasa se alarga el transcrito naciente muy lentamente, 
debido a la asociación de NELF (factor de elongación negativo) con 
la RNA polimerasa II en la región proximal al promotor (véase la Fig. 
7-20). Una vez que el extremo 5” del RNA naciente tiene casquete, la 
fosforilación del CTD en la posición 2 de la repetición heptapéptido 
de la RNA polimerasa y del NELF y DSIF por parte de la proteincinasa 
CDK9-ciclina T, causa la liberación del NELF. Esto permite que la RNA 
polimerasa II entre en un modo rápido de elongación que transcribe 
rápidamente alejándose del promotor. El efecto neto de este mecanis- 
mo es que la polimerasa espera que se le coloque el casquete al RNA 
naciente antes de alargar a una velocidad rápida. 


Un grupo diverso de proteínas con dominios 
de unión al RNA conservados se asocian 
con los pre-mRNA 


Como se mencionó anteriormente, ni los transcritos de RNA nacien- 
tes de genes que codifican proteínas ni los intermediarios del procesa- 
miento de mRNA, colectivamente llamados como pre-mRNA, existen 
como moléculas en el núcleo de las células eucariontes. A partir del 
momento en que los transcritos nacientes emergen por primera vez de 
la RNA polimerasa II hasta que los mRNA maduros son transporta- 
dos al citoplasma, las moléculas de RNA están asociadas con un grupo 
abundante de proteínas nucleares. Estas son los principales componen- 
tes proteicos de las partículas de ribonucleoproteína heterogéneas (hnR- 
NP), que contienen al RNA heterogéneo nuclear ( hAnRNP), un término 
colectivo referente al pre-mRNA y a otros RNA nucleares de diversos 
tamaños. Estas proteínas hnRNP contribuyen con los siguientes pasos 
en el procesamiento del RNA, incluyendo el corte y empalme, la po- 
liadenilación y la exportación a través del complejo del poro nuclear 
hasta el citoplasma. 

Los investigadores identificaron las proteínas hnRNP al exponer 
primero células cultivadas a altas dosis de irradiación con UV, lo cual 
causa el entrecruzamiento de enlaces covalentes entre las bases de RNA 
y proteínas estrechamente asociadas. La cromatografía de los extractos 
nucleares de las células tratadas en una columna de celulosa con oligo- 
dT, que une a los RNA con una cola de poli(A), se utilizó para recuperar 
las proteínas que se han entrecruzado con el RNA nuclear poliadeni- 
lado. El tratamiento subsecuente de los extractos celulares (a partir de 
células no irradiadas) con anticuerpos monoclonales específicos para 
las principales proteínas identificadas por esta técnica de entrecruza- 


miento, reveló un complejo grupo de proteínas hnRNP abundantes 
que varían en tamaño desde — 30 hasta - 120 kDa. 
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(a) 


FIGURA 8-4 La proteína hnRNP A1 puede alternar adentro y afuera del 
citoplasma, pero la proteína hnRNP C no. Las células cultivadas HeLa y las 
células de Xenopus se fusionaron mediante tratamiento con polietilenglicol, 
produciendo heterocariontes que contienen núcleos de cada tipo de célula. 
Las células híbridas se trataron con cicloheximida inmediatamente después de 
la fusión a fin de evitar la síntesis de proteína. Después de 2 horas, las células 
se fijaron y se tiñeron con anticuerpos marcados con fluorescencia, específicos 
para las proteínas humanas hnRNP C y Al. Estos anticuerpos no se unen a 

las proteínas homólogas de Xenopus. (a) Una preparación fijada, visualizada 
mediante microscopia por contraste de fase, incluye a las células HeLa fusiona- 
das (cabeza de flecha) y a las células de Xenopus (flecha de puntos), así como 
también a los heterocariontes fusionados (fechas sólidas). En el heterocarionte 
en esta microfotografía, el núcleo de la célula HeLa redondo se encuentra a la 


Al igual que los factores de transcripción, la mayoría de las pro- 
teínas hnRNP tienen una estructura modular. Contienen uno o más 
dominios de unión al RNA y al menos uno de los otros dominios que 
interactúan con otras proteínas. Se han identificado diferentes motivos 
de unión al RNA creando proteínas hnRNP con secuencias aminoací- 
dicas perdidas y se ha evaluado su capacidad de unión al RNA. 


Funciones de las proteínas hnRNP La asociación de pre-mRNA con 
proteínas hnRNP evita que los pre-mRNA formen estructura secunda- 
rias cortas dependientes del apareamiento de bases de regiones com- 
plementarias, tornando accesibles de esta forma a los pre-mRNA para 
la interacción con otras proteínas o moléculas de RNA. Los pre-mRNA 
asociados con las proteínas ÍnRNP presentan un sustrato más unifor- 
me para los subsiguientes pasos de procesamiento que si estuviesen 
libres (pre-mRNA no unidos), en los cuales cada mRNA forma una 
única estructura secundaria debido a su secuencia específica. 

Los estudios de unión con las proteínas hnRNP purificadas indi- 
can que diferentes proteínas se asocian con distintas regiones de una 
molécula de pre-mRNA recién sintetizada. Por ejemplo, las proteí- 
nas hnRNP Al, C y D se unen preferentemente a las secuencias ricas 
en pirimidina en los extremos 3” de los intrones (véase la Fig. 8-7). 
Algunas proteínas hnRNP interactúan con la secuencia RNA que es- 
pecifica el corte y empalme del RNA o el corte/poliadenilación y con- 
tribuyen al reconocimiento de la estructura por parte de los factores 
de procesamiento del RNA. Finalmente, los experimentos de fusión 
de células han demostrado que algunas proteínas hnRNP permane- 
cen localizadas en el núcleo, mientras que otras alternan entre aden- 
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2) VIDEO: Transporte nucleoplasmátco de hnRNP Al 


derecha del núcleo ovalado de Xenopus. (b, €) Cuando la misma preparación se 
visualizó mediante microscopia por fluorescencia, la proteína ANRNP C teñida 
apareció verde y la proteína Al roja. Nótese que la célula de Xenopus no fusio- 
nada a la izquierda no está teñida, confirmando que los anticuerpos son espe- 
cíficos para las proteínas humanas. En los heterocariontes, la proteína ANANP 
C aparece solo en el núcleo de la célula HeLa (b), mientras que la proteína Al 
aparece tanto en el núcleo de la célula HeLa como en el núcleo de Xenopus (o. 
Dado que la síntesis de proteína se bloqueó después de la fusión de las células, 
algunas de las proteínas AnNRANP A1 humanas deben haber dejado el núcleo de 
la célula HeLa y se movieron a través del citoplasma, entrando luego al núcleo 
de la célula de Xenopus en el heterocarionte. (Véase S. Pinol-Roma y 6. Dreyfus, 1992 


Nature 355:730; cortesía de G. Dreyfuss,) 


mm 


tro y afuera del citoplasma, lo cual sugiere que funcionan en el trans- 
porte de mRNA (Fig. 8-4). 


Motivos de unión al RNA conservados El motivo de reconocimiento 
al RNA (RPM), también llamado motivo RNP y dominio de unión al 
RNA (RBD), es el dominio de unión al RNA en las proteínas hnRNP. 
Este dominio de — 80 residuos, que se produce en muchas otras proteí- 
nas de unión al RNA, contiene dos secuencias altamente conservadas 
(RNP1 y RNP2) que se encuentran en otros organismos que van desde 
las levaduras hasta los seres humanos, lo cual indica que al igual que 
muchos dominios de unión al DNA, ellos se desarrollaron temprano 
en la evolución eucarionte. 

Los análisis estructurales demostraron que el dominio RRM con- 
siste en una lámina f de cuatro hebras flanqueada en un lado por dos 
hélices Q.. Para interactuar con el fosfato cargado negativamente del 
RNA, la lámina forma una superficie cargada positivamente. Las se- 
cuencias conservadas RNP] y RNP2 se encuentran a cada lado de las 
dos hebras $ centrales, y sus cadenas laterales hacen múltiples contac- 
tos con una región de RNA de una hélice que se encuentra a través de 
la superficie de la lámina B (Fig. 8-5). 

El motivo KH de 45 residuos se encuentra en las proteínas K hnR- 
NP y en varias Otras proteínas de unión al RNA. La estructura tridi- 
mensional de los dominios KH representativos es similar a la de los do” 
minios RRM pero más pequeña, consistiendo en una lámina $ de 1185 
hebras flanqueada a un lado por dos hélices a. No obstante, el dominio 
KH interactúa con el RNA de manera muy diferente al dominio RRM. 
El RNA se une al dominio KH mediante interacción con la superficie 


(a) Motivo de reconocimiento 
de RNA (RRM) 


FIGURA 8-5 Estructura del dominio RRM y su interacción con el RNA. 

(a) Diagrama del dominio RRM que muestra las dos hélices al (verde) y cuatro 
hojas P (rojo) que caracterizan a este motivo. Las regiones conservadas RNP1 

y RNP2 se localizan en las dos hojas f centrales. (b) Representación superficial 
de dos dominios RRM en la proteína Sex-lethal (Sxl) de Drosophila, que se unen 
a una secuencia de nueve bases en el pre-mRNA de transformer (se trata del 
nombre de un gen) (amarillo). Los dos RRM están orientados como las dos 
partes de un par abierto de castañuelas, con la hoja B del RRM1 orientada 
hacia arriba y la hoja B del RRM2 orientada hacia abajo. Las regiones cargadas 
positivamente en la proteína Sxl se muestran como sombras en azul; las re- 


hidrófoba constituida por las hélices a. y una lámina P. La caja RGG, 
otro motivo de unión al RNA que se encuentra en las proteínas hnRNP, 
contiene cinco repeticiones Arg-Gly-Gly (RGG) con diversos aminoá- 
cidos aromáticos intercalados. Aunque todavía no se ha determinado 
la estructura de este motivo, su naturaleza rica en arginina es similar 
a la de los dominios de unión al RNA de la proteína Tat del HIV. Los 
dominios KH y las repeticiones RGG suelen estar diseminados en dos o 
más grupos, en una única proteína de unión al RNA. 


El proceso de corte y empalme se produce en 
secuencias cortas, conservadas en los pre-mRNA 
a través de dos reacciones de transesterificación 


a formación de un mRNA maduro, funcional, se eliminan los 
es. Para las unidades de transcripción cor- 
alme del RNA en general es seguido por el 
corte y la poliadenilación del extremo 3' del transcrito primario, como 
se describe en la Figura 8-2. Sin embargo, para las unidades de trans- 
cripción largas que contienen múltiples exones, el corte y empalme de 
los exones en el RNA naciente comienza antes de que se complete la 


Durante l 
intrones y se unen los exon 
tas, el proceso de corte y emp 


transcripción del gen. 

Los investigadores pioneros € 
mRNA, revelaron que los mRNA 
moléculas de RNA mucho más largas que los mRNA ya maduros en 
También se demostró que las secuencias cerca del 5” cap 
ués de la iniciación de la transcripción son 


n el procesamiento nuclear de los 
inicialmente se transcriben como 


el citoplasma. 


añadidas poco tiempo desp 
retenidas en el mRNA maduro y que las secuencias de RNA cerca del 


(b) Dominios RRM de sex-lethal (Sx!) 


(c) Proteína de unión a segmento de 
polipirimidina (PTB) 


Pre-mRNA 


giones cargadas negativamente, en sombras en rojo. El pre-mRNA se une a las 
superficies de las hojas B cargadas positivamente, haciendo el mayor contacto 
con las regiones RNP1 y RNP2 de cada RRM. (c) Sorprendentemente la orienta- 
ción diferente de los dominios RRM en una hnRNP diferente, el segmento de 
polipirimidina de unión a proteína (PTB), ilustra que los RRM están orientados 
en diferentes posiciones relativas en diferentes hnRNP; los colores son como en 
(b). El RNA de polipirimidina [p(Y)] de una hélice se une con las hojas B hacia 
arriba (RRM3) y hacia abajo (RRM4). El RNA se muestra en amarillo, (Parte [a] adap- 
tado de K. Nagai y cols, 1995 Trends Biochem. Sci. 20:235. Parte [b] después N. Harada y cols, 1999, Nature 
398:579. Parte [c] después F. C. Oberstrass y cols. 2006 Science 309.2054,) 


extremo poliadenilado de los intermediarios del procesamiento del 
mRNA en los hnRNA son retenidos en el mRNA maduro en el cito- 
plasma. La solución a este aparente acertijo provino del descubrimien- 
to mediante microscopia electrónica de los intrones de los híbridos 
RNA-DNA del DNA de adenovirus y el mRNA que codifica hexón, una 
proteína importante de la cápside del virión (Fig. 8-6). Otros estudios 
revelaron que los RNA virales nucleares que eran colineales con el DNA 
viral (los transcritos primarios) y los RNA con uno o dos de los in- 
trones eliminados (intermediarios del procesamiento). Esto da como 
resultado, junto con los hallazgos más tempranos, de que la caperuza 
5” y la cola de poli(A) 3” en cada extremo de los precursores largos del 
mRNA son retenidos en los mRNA citoplasmáticos, más cortos y ma- 
duros, lo que permitió comprender que los intrones son eliminados de 
los transcritos primarios y los exones son unidos. 

La localización de los sitios de corte y empalme, es decir, de las 
uniones exón-intrón en un pre-mRNA se puede determinar al com- 
parar la secuencia del DNA genómico con la del cDNA preparado a 
partir del correspondiente mRNA (véase la Fig. 5-15). Las secuencias 
que están presentes en el DNA genómico, pero ausentes en el cCDNA, 
representan los intrones e indican las posiciones de los sitios de corte 
y empalme. El análisis de un gran número de mRNA diferentes reveló 
secuencias cortas consenso, moderadamente conservadas en los sitos 
de corte y empalme, que flanquean a los intrones en los pre-mRNA 
eucariontes; una región rica en pirimidina justo en la dirección 5” del 
sitio de corte 3” también es común (Fig. 8-7). Estudios de genes mu- 
tantes con deleciones introducidas en los intrones, han demostrado 
que mucha de la porción central de los intrones se puede eliminar sin 
afectar el proceso de corte y empalme; en general, solo son necesarios 
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2) ARCHIVOS DE AUDIO (INGLÉS): Descubrimiento de intrones 


FIGURA EXPERIMENTAL 8-6 La microscopia 
electrónica de híbridos de DNA molde-mRNA de- 
muestra que los intrones son eliminados durante 
el proceso de corte y empalme del pre-mRNA. (a) 
Diagrama del fragmento de EcoRI A del adenovirus de 
DNA, que se extiende desde el extremo izquierdo del 
genoma hasta antes del exón del extremo final del gen 
hexón. El gen consiste en tres exones cortos y uno largo 
(- 3,5 kb) separados por tres intrones de — 1, 2,5 y 9 kb. 
(b) Microfotografía electrónica (izquierda) y dibujo es- 
quemático (derecha) de un híbrido entre un fragmento 
de DNA EcoRl y un mRNA de hexón. Los lazos marcados 
como A, B, y C corresponden a los intrones indicados en 
(a). Puesto que estas secuencias intrónicas en el DNA ge- 
nómico viral no están presentes en el mRNA maduro de 
hexón, forman un lazo hacia afuera entre las secuencias 
exónicas que se hibridan con sus secuencias comple- 
mentarias en el mRNA. (Microfotografía de S. M. Berget y cols, 1977, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:3171; cortesía de P. A. Sharp) 


30-40 nucleótidos en cada extremo de un intrón para que se produzca 
el corte y empalme a velocidades normales. 

Los análisis de los intermediarios formados durante el procesamien- 
to de los pre-mRNA in vitro llevan al descubrimiento de que el proceso 
de corte y empalme de los exones se produce a través de dos reacciones 
de transesterificación secuenciales (Fig. 8-8). Los intrones son eliminados 
como una estructura de lazo, en la cual la 5 G del intrón es unida con 
un residuo en un enlace inusual 2"-5“-fosfodiéster a una adenosina cerca 
del extremo 3' del intrón. Este residuo A se denomina punto de ramifica- 
ción A, debido a que se forma una ramificación del RNA en la estructura 
de lazo. En cada reacción de transesterificación, un enlace fosfoéster es 
intercambiado por otro. Puesto que el número de enlaces fosfoéster en la 
molécula no cambia en la reacción, no se consume energía. El resultado 
neto de estas dos reacciones es que dos exones son ligados y el intrón 
interviniente es liberado como una estructura de lazo ramificada. 


Sitio de corte y empalme 5' 
Exón 5' Intrón 


Pre-mRNA 
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FIGURA 8-7 Secuencia consenso alrededor de los sitios de corte y em- 
palme en los pre-mRNA de vertebrados. Las únicas bases casi invariables 
son las 5" GU y la 3 AG del intrón (azul), aunque las bases flanqueadas indica- 
das se encuentran a frecuencias más elevadas de lo esperado sobre la base de 
una distribución aleatoria. En la mayoría de los casos se encuentra una región 
rica en pirimidinas (rayada) cerca del extremo 3” del intrón. La adenosina del 
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Durante el proceso de corte y empalme, los snRNA 
forman apareamientos de bases con el pre-mRNA 


El proceso de corte y empalme del RNA requiere la presencia de los 
RNA nucleares pequeños (snRNA), importantes para el apareamiento 
de bases con el pre-mRNA y - 170 proteínas asociadas. Cinco snRNA 
ricos en U, designados U1, U2, U4, U5 y U6 participan en el proceso de 
corte y empalme del pre-mRNA. Variando en longitud desde 107-210 
nucleótidos, estos snRNA se asocian con 6-10 proteínas cada una en las 
muchas partículas de ribonucleoproteína nucleares pequeñas (snRNP) 
en los núcleos de las células eucariontes. 

La evidencia definitiva para el papel que cumplen el snRNA Ul 
en el corte y empalme provino de experimentos que indicaban qué e 
apareamiento de bases entre el sitio de corte y empalme 5 de un pr" 
mRNA y la región 5” del snRNA Ul, es necesaria para el corte y em- 
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punto de ramificación, también invariable, suele estar de 20-50 bases desdedl 
sitio de corte y empalme 3”. La región central del intrón, que puede variar des” 
de 40 bases hasta 50 kilobases en longitud, en general es innecesaria Pad que 
se produzca el corte y empalme (Véase R. A. Padgett y cols, 1986, Ann. Rev. BiocheM. $5:1119./ 
EB, Keller tW. A. Noon, 1984, Porc. Nat. Acad. Sci. USA 81:7417.) 
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FIGURA 8-8 Dos reacciones de transesterificación que dan como resul- 


tado el procesamiento de los exones en el pre-mRNA. En la primera reac- 
ción, el enlace éster entre el fósforo 5' del intrón y el oxígeno 3 (rojo oscuro) 
ter con el oxígeno 2' (azul) del 


del exón 1, es intercambiado por un enlace és li : 
residuo A del sitio de ramificación. En la segunda reacción, el enlace éster entre 
el fósforo 5' del exón 2 y el oxígeno 3” (anaranjado) del intrón es intercambiado 


por un enlace éster con el oxigeno 3' del exón 1, liberando el intrón como Una 
estructura con forma de lazo y uniendo los dos exones. Las flechas ca 
dónde reaccionan los oxígenos hidroxilos activados con los átomos de fósforo. 


n experimentos in vitro se demostró que 
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palme del RNA (Hg hibrida con la región del extremo 


un oligonucleótido sintético que se » 
5' del snaRNA U1 bloquea el corte y empalme del RNA. Los experi 
las mutaciones que interrumpen el 


mentos in vivo demostraron que O 
apareamiento de bases en el sitio de corte 5” del pre 
alme del RNA; en este caso, sIn €m- 


bloquean el proceso de corte y emp o 
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bargo, el proceso puede ser restaurado mediante la expresión d 

SARNA Ul mutante con una transformación compensatoria que res- 


taura el apareamiento de bases del sitio ae corte y ea a . 
mRNA mutante (Fig. 8-9b). La implicación del ae a pee aa 
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flanquea al punto de ramificación en los pre-mRNA (véase la Fig. 8-7), 
Los experimentos de compensación de mutaciones, similares a los rea- 
lizados con los sitios de corte 5” y con los snRNA Ul, demostraron que 
el apareamiento de bases entre el snaRNA U2 y la secuencia del punto 
de ramificación en el pre-mRNA, también son cruciales para el proceso 
de corte y empalme. 

La Figura 8-9a ilustra las estructuras generales de los snRNA Ul 
y U2, y cómo ellos forman apareamiento de bases con el pre-mRNA 
durante el corte y empalme. Especialmente, el punto de ramificación A 
en sí mismo, que no suele formar apareamiento de bases con el snRNA 
U2, “sobresale” (Fig. 8-10a) permitiendo que su hidroxilo 2* participe 
en la primera reacción de transesterificación del corte y empalme del 
RNA (véase la Fig. 8-8). 

Estudios similares con otros snRNA demostraron que el aparea- 
miento de bases entre ellos también se produce durante el corte y empal- 
me. Más aún, los reordenamientos en estas interacciones RNA-RNA son 
cruciales en la vía de corte y empalme, como se describe a continuación. 


Los espliceosomas, ensamblados a partir de los 
snRNP y un pre-mRNA, llevan a cabo el proceso 
de corte y empalme 


Los cinco snRNP del corte y empalme y otras proteínas involucradas 
en este proceso se ensamblan en un pre-mRNA, formando un comple- 
jo ribonucleoproteico grande llamado un espliceosoma (Fig. 8-11). El 
espliceosoma tiene una masa similar a la de un ribosoma. El ensam- 
blado de un espliceosoma comienza con el apareamiento de bases del 
snRNA U1 en el sitio de corte y empalme 5” y la unión cooperativa de 
la proteína SF1 (factor 1 del espliceosoma) al punto de ramificación A, 
y la proteína heterodimérica U2AF (factor asociado a U2) al tramo de 
pirimidina y al 3 AG del intrón a través de sus subunidades grande y 
pequeña, respectivamente. Después la saRNP U2 forma apareamientos 
de bases con la región del punto de ramificación (Fig. 8-9a) a medida 
que se libera SF1. La extensión del apareamiento entre los snRNA en 
las saRNP U4 y U6 forma un complejo que se asocia con la snRNP US. 
El “tri-snRNP” U4/U6/US luego se asocia con el complejo previamente 
constituido U1/U2/pre-mRNA para generar un espliceosoma. 

Después de la formación del espliceosoma, los grandes reordena- 
mientos en el apareamiento de los snRNA y el pre-mRNA llevan a la 
liberación de la snRNP Ul. La Figura 8-10b muestra una estructura me- 
diante microscopia crioelectrónica de este intermediario en el proceso de 
corte y empalme. Luego se produce un reordenamiento adicional de los 
componentes del espliceosoma con la pérdida de la snRNP UA. Esto ge- 
nera un complejo que cataliza la primera reacción de transesterificación, 
que forma el enlace 2",5'-fosfodiéster entre el hidroxilo 2” en el punto de 
ramificación A y el fosfato en el extremo 5” del intrón (Fig. 8-9). A con- 
tinuación de los reordenamientos de las snRNP, la segunda reacción de 
transesterificación, une los dos exones en un enlace 3',5"-fosfodiéster es- 
tándar, liberando al intrón como una estructura de lazo asociada con las 
snRNP. El complejo final intrón-saRNP se disocia rápidamente y las snR- 
NP individuales liberadas pueden participar en un nuevo ciclo de corte y 
empalme. El intrón escindido es degradado rápidamente por una enzima 
desramificante y otras RNasas nucleares que se describen más adelante. 

Como se menciona antes, un espliceosoma casi tiene el tamaño de 
un ribosoma y está compuesto por — 170 proteínas, incluyendo — 100 
“factores de corte y empalme” además de las proteínas asociadas con las 
cinco snRNP. Esto posibilita la comparación, en cuanto a complejidad, 
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(2) ANIMACIÓN FOCALIZADA: Corte y empalme del mRNA 
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FIGURA 8-9 Apareamiento de bases entre el pre-mRNA, el snRNA U1 y 
el snRNA U2 temprano en el proceso de corte y empalme. (a) En este dia- 
grama, las estructuras secundarias en los saRNA que no están alteradas duran- 
te el corte y empalme se describen de manera esquemática. Aquí se muestra la 
secuencia del punto de ramificación en levadura. Nótese que snRNA U2 forma 
apareamiento de bases con una secuencia que incluye al punto de ramifica- 
ción A, aunque este residuo no se aparea. Los rectángulos violetas representan 
secuencias que unen proteínas saRNP reconocidas por los anticuerpos anti- 
Sm. Por razones desconocidas, el antisuero de pacientes con la enfermedad 
autoinmunitaria lupus eritematoso sistémico contiene anticuerpos contra 


Mutación compensatoria en Ul1 restaura 
el corte y empalme 


proteínas snRNP, que han sido útiles en la caracterización de los componentes 
de la reacción de corte y empalme. (b) Aquí solo se muestran los extremos 5' 
de los snRNA Ul y los sitios 5” de corte y empalme en los pre-mRNA, (Izquierda) 
Una mutación (A) en un sitio de corte y empalme del pre-mRNA que interfiere 
con el apareamiento de bases en el extremo 5” del snRNA U1 bloquea el 
corte y empalme. (Derecha) La expresión de un snRNA U1 con una mutación 
compensatoria (U) que restaura el apareamiento de bases, también restaura el 
corte y empalme del pre-mRNA mutante. (Parte [a] adaptado de M. J. Moore y cols, 1992, 
en R. Gesteland y J. Atkins, eds. The RNA World, Cold Spring Harbor Press, pp. 303-357. Parte [b] véase Y 
Zhuang y A. M. Weiner, 1986, Cell 46:827.) 


2) VIDEO: Naturaleza dinámica del movimiento del factor de corte y empalme del pre-mRNA en las células vivas 


FIGURA 8-10 Estructuras de una A que sobresalen en una hélice 
RNA-RNA y un intermediario en el proceso de corte y empalme. 
(a) Se determinó por cristalografía de rayos X la estructura de un RNA dú- 
plex con la secuencia mostrada, que contiene residuos A que sobresalen 
(rojo) en la posición 5 en la hélice de RNA. (b) Los residuos A que sobre- 
salen se extienden desde el lateral de una hélice de RNA-RNA de tipo 

A. El esqueleto fosfato de una hebra se muestra en verde; el de la otra 
hebra en azul. La estructura sobre la derecha está girada 90 grados para 
Una vista hacia abajo del eje de la hélice. (c) Una estructura de 30 Á de 
resolución, de un intermediario del procesamiento de corte y empalme 
espliceosómico que contiene las snRNP U2, U4, US y U6, determinada 
por microscopia crioelectrónica y reconstrucción de imagen. El complejo 
SNANP-tri U4/U6/US tiene una estructura similar a la del cuerpo triangular 
de este complejo, lo cual sugiere que estos snRNP se encuentran en 

la parte inferior de la estructura mostrada aquí y que la cabeza está 
compuesta en gran medida por la saRNP U2 (Parte [a] y [b] de J. A. Berglund y 


cols, 2001, RNA 7:682. Parte [c] de D. Boehringer y cols. 2004, Nat. Struct. Mol. Biol, 11:463. Véase 
también H. Stark y R. Luhrmann, 2006, Annu, Rev. Biophys. Biomol. Struct. 35:435,) 
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FIGURA 8-11 Modelo de corte y empalme del pre-mRNA mediado por 
espliceosoma. Paso Il: después de que U1 forma apareamiento de bases con 
el sito de corte y empalme 5” consenso, el SF (factor de corte y empalme 1) 
se une al punto de ramificación A; U2AF (el factor asociado a saRNP U2) se une 
con el segmento de polipirimidina y el sitio de corte y empalme 3'; y el saRNP 
UZ se asocia con el punto de ramificación A mediante interacciones de pares 
de bases que se muestran en la Figura 8-9, desplazando a SF1. Paso Ek un com- 
plejo snRNP trimérico de U4, US y U6 se une al complejo inicial para formar 

el espliceosoma. Paso El: los reordenamientos de las interacciones de pares 

de bases entre los snRNA convierten al espliceosoma en una conformación 
catalíticamente activa y desestabilizan a los saRNP U1 al UA, que son liberados. 
Paso EJ el centro catalítico, que se piensa está formado por U6 y U2, cataliza 
entonces la primera reacción de transesterificación, formando el intermediario 
que contiene un enlace 2*,5-fosfodiéster como se muestra en la Figura 8-8. 
Paso El: siguiendo los reordenamientos entre las snRNP la segunda reacción de 
transesterificación une los dos exones mediante un enlace 35 fosfodiéster 
estándar y libera al intrón como una estructura con forma de lazo y a las snRNP 
restantes. Paso BB: el intrón con forma de lazo escindido es convertido en un 
RNA lineal mediante una enzima desramificante. (Adaptado de T. Villa y cols, 2002, Cell 
109:149) 


del proceso de corte y empalme del RNA con la transcripción y la síntesis 
de proteína. Algunos de los factores de corte y empalme se asocian con 
las snaRNP, pero otros no. Por ejemplo, la subunidad 65-kD del factor 
asociado U2 (U2AF) se une a la región rica en pirimidina cerca del extre- 
mo 3” de los intrones y a la saRNP U2. La subunidad de 35 kD de U2AF 
se une al dinucleótido AG en el extremo 3” del intrón y también interac- 
túa con la subunidad U2AF más grande unida en la cercanía. Estas dos 
subunidades U2AF actúan junto con SF para ayudar a especificar el si- 
tio de corte y empalme 3” al estimular la interacción de la snRNP U2 con 
el punto de ramificación (véase la Fig. 8-11, paso EZ). Algunos factores 
de corte y empalme también exhiben homología de secuencia para con 
las RNA helicasas conocidas; estas probablemente son necesarias para 
los reordenamientos de apareamiento de bases que se producen en las 
snRNP durante el ciclo de corte y empalme espliceosómico. 

A continuación del proceso de corte y empalme, un grupo espe- 
cífico de proteínas hnRNP permanecen unidas al RNA procesado 
aproximadamente a 20 nucleótidos del 5” de cada unión exón-intrón, 
formando así un complejo de unión al exón. Una de las proteínas hnR- 
NP asociadas con el complejo de unión al exón es el factor de expor- 
tación de RNA (REF) que funciona en la exportación de los mRNP 
totalmente procesados, desde el núcleo hasta el citoplasma, como se 
analiza en la Sección 8-3. Otras proteínas asociadas con el complejo de 
unión-exón funcionan en un mecanismo de control de la calidad que 
n de los mRNA procesados de modo incorrecto, el 


lleva a la degradació end 
uencias sin sentido 


cual se conoce como decaimiento mediado por sec 
(Sección 8.4). 

Una pequeña fracción de los pre-mRNA (< 1% en los seres huma- 
nos) contiene intrones cuyos sitios de corte y empalme no concuerdan 
la secuencia de consenso estándar. Esta clase de intrones contienda con 
AU y terminan con AC, en lugar de seguir con la usual regla GU-AG 
(véase la Fig. 8-7). El corte y empalme de esta clase especial de intrones 
se produce a través de un ciclo de corte y empalme análogo al mostrado 
en la Figura 8-11, excepto porqué están involucradas ces cuatro snmRNP 
nuevas, de poca abundancia, junto con la saRNP U5 estándar. 

Casi todos los mRNA funcionales en las células vegetales, de vertebra- 
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dos y de insectos derivan de una única molécula del pre-mRNA corres- 
pondiente mediante eliminación de intrones internos y el corte y empalme 
de exones. Sin embargo, en dos tipos de protozoos, los tripanosomas y los 
euglenoides, los mRNA se construyen mediante corte y empalme junto 
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FIGURA 8-12 Diagrama esquemático de la RNA polimerasa ll con el 
CTD extendido. La longitud del dominio carboxilo terminal (CTD) de la RNA 
polimerasa Il de levadura completamente extendido y la región conectora 
que lo une a la polimerasa se muestran con relación al dominio globular de 


con moléculas de RNA separadas. Este proceso denominado como corte y 
empalme trans (trans-splicing), también se utiliza en la síntesis del 10-15% 
de los mRNA en el nematodo (gusano Caenorhabditis elegans), un organis- 
mo modelo importante para el estudio del desarrollo embrionario. El corte 
y empalme trans es realizado por los snRNP mediante un proceso similar 
al del corte y empalme de los exones en un único pre-mRNA. 


La elongación de la cadena por la RNA 
polimerasa Il está acoplada a la presencia 
de factores del procesamiento del RNA 


¿De qué manera se acopla tan eficientemente el procesamiento del RNA 
con la transcripción de un pre-mRNA? La clave se encuentra en el do- 
minio carboxilo terminal largo (CTD) de la RNA polimerasa Il, la cual, 
como se describió en el Capítulo 7, está compuesta de múltiples repe- 
ticiones de una secuencia de siete residuos (heptapéptido). Cuando se 
encuentra totalmente extendido, el dominio CTD en la enzima de leva- 
dura es de alrededor de 65 nm de largo (Fig. 8-12); el CTD en la RNA 
polimerasa 11 humana es de cerca del doble de largo. La notable longitud 
del CTD aparentemente permite que múltiples proteínas se asocien de 
modo simultáneo con una única molécula de RNA polimerasa II. Por 
ejemplo, como se mencionó antes, las enzimas que añaden la caperuza 5' 
a los transcritos nacientes se asocian con el CTD fosforilado en múltiples 
serinas en la quinta posición en la repetición heptapéptido (Ser-5), du- 
rante o brevemente después de la iniciación de la transcripción por una 
subunidad del TFIIH. Además, se ha encontrado que los factores de corte 
y empalme y de la poliadenilación del RNA se asocian con el CTD fosfo- 
rilado. En consecuencia, estos factores del procesamiento están presentes 
en altas concentraciones locales cuando la polimerasa transcribe los sitios 
de corte y empalme y las señales de poli(A), aumentando la velocidad y 
la especificidad del procesamiento del RNA. En un modelo recíproco, la 
asociación de las proteínas hnRNP con el RNA naciente potencia la inte- 
racción de la RNA polimerasa II con los factores de elongación como el 
DSIF y la CDK9-ciclina T (P-TEFb) (Fig. 7-20), aumentando la velocidad 
de la transcripción. Por lo tanto, la velocidad de la transcripción está coor- 
dinada con la velocidad del RNA naciente en asociación con las hnRNP y 
los factores de procesamiento del RNA. Este mecanismo puede asegurar 
que un pre-mRNA no sea sintetizado a menos que la maquinaria para el 
procesamiento este posicionada de manera correcta. 


Las proteínas SR contribuyen a la definición del 
exón en los pre-mRNA largos 


La longitud promedio de un exón en el genoma humano es de — 150 
bases, mientras que la longitud promedio de un intrón es mucho más 
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la polimerasa. El CTD de la RNA polimerasa ll de mamíferos es del doble de 
largo. En su forma extendida, el CTD se puede asociar con múltiples factores 
de procesamiento del RNA de manera simultánea. (De P.Cramer,D.A Bushnel yy y 
Kornberg, 2001, Science 292:1863.) 


larga (- 3 500). ¡Los intrones más largos iaa más de 500 kb! De. 
bido a que los sitio de corte y empalme 5” y 3” y los puntos de ramif. 
cación están tan degenerados, es probable que se produzcan Múltiples 
copias aleatorias en los intrones largos. 

La información para definir los sitios de cortes y empalme que de. 
marcan los exones está codificada dentro de las secuencias de los exones, 
Una familia de las proteínas de unión al RNA, las proteínas SR, que in. 
teractúan con secuencias dentro de los exones llamados amplificadores 
de corte y empalme exónicos. Las proteínas SR son un subgrupo de las 
proteínas hnRNP analizadas anteriormente y por lo tanto contienen uno 
o más dominios de unión al RNA RRM. También contienen diversos 
dominios de interacciones proteínas-proteínas ricos en residuos en ar- 
ginina (R) y serina (S) llamados dominios (RS). Cuando se unen a los 
amplificadores de corte y empalme exónicos, las proteínas SR median la 
unión cooperativa de saRNP Ul a un sitio de corte y empalme 5' verda- 
dero y de snRNP U2 a un punto de ramificación a través de una red de 
interacciones proteína-proteína que atraviesan un exón (Fig. 8-13). El 
complejo de proteínas SR, las snRNP y otros factores de corte y empalme 
(p. ej. U2AF) que se ensamblan a través de un exón el cual ha sido de- 
nominado complejo de reconocimiento a través del exón, permiten la 
especificación precisa de los exones en los pre-mRNA largos. 


,> En las unidades de transcripción de los organismos superiores con 
los intrones largos, los exones no solo codifican las secuencias 
aminoacídicas de diferentes porciones de una proteína, sino que tam- 
bién contienen sitios de unión para las proteínas SR. Las mutaciones 
que interfieren con la unión de una proteína SR a un amplificador de 
corte y empalme exónico, incluso si no cambian la secuencia de aminoó- 
cido codificada, evitan la formación del complejo de reconocimiento 4 
través del exón. Como resultado, el exón afectado es “omitido” durante 
el proceso de corte y empalme y no es incluido en el mRNA procesado 
final. El mRNA truncado producido en este caso es degradado o es tf” 
ducido a una proteína mutante, 
de mutación se produce en alg 
Por ejemplo, 
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unas enfermedades genéticas humanas. 
la atrofia muscular espinal es una de las causas genética 


nn comunes de mortalidad infantil. Esta enfermedad es el resultado a 
mutaciones en una re 


ñ j e- 
sión del genoma que contiene dos genes muy" 
lacionados, 


el SMNI y el SMN2, que surgen por duplicación génica: ' 
SMN? codifica una proteína idéntica con el SMNI. El SMNZ se exptes 
a un nivel mucho menor, debido a que una mutación silenciosa €N a 
caon interfiere con la unión de una proteína SR. Esto lleva a una 011” 
sión de exón en la mayoría de los mRNA SMN. El gen SMN homólog 
en el ratón, donde existe solo una copia, es esencial para la viabilida 

celular. La atrofia muscular espinal en los seres humanos es el resulta%” 
de mutaciones homocigotas que inactivan al gen SMNI. La baja o” 
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FIGURA 8-13 Reconocimiento de exón a través de la unión coo erati 

de las proteínas SR y los factores de corte y empalme para el Aaa 
Los sitios de corte y empalme 5” GU y 3” AG son reconocidos por factores d 
corte y empalme sobre la base de sus proximidades a los exones Los 5 ] 
contienen amplificadores de corte y empalme exónicos, que son sitios Es 
unión para las proteínas SR. Cuando se unen a los amplificadores exónicos 

las proteínas SR interactúan una con otra y estimulan la unión cooperativa de 
la snRNP U? al sitio de corte y empalme 5” del intrón en dirección 3' de SF1 

y luego de snRNP U2 al sitio de ramificación del intrón en dirección 5”, de las 
subunidades de 65 y 35 kD de U2AF al segmento rico en pirimidina y al sitio 
de corte y empalme AG 3” del intrón en dirección 5”, y otros factores de corte 


centración de proteína traducida a partir de la pequeña fracción de los 
mRNA de SMN2 que están cortados y empalmados correctamente es 
suficiente como para mantener la viabilidad celular durante la embrio- 
génesis y el desarrollo fetal, pero es insuficiente para mantener la viabi- 
lidad de las neuronas motoras de la médula espinal en la niñez, dando 
como resultado su muerte y la enfermedad asociada. 
Aproximadamente el 15% de las mutaciones de un único par de ba- 
ses que causa enfermedades genéticas humanas interfieren con la ade- 
cuada definición del exón. Algunas de estas mutaciones se producen en 
los sitios de corte y empalme 5” o 3”, a menudo dando como resultado 
el uso de sitios de corte y empalme “crípticos” presentes en la secuencia 
génica normal. En la ausencia del sitio de corte y empalme normal, 
el complejo de reconocimiento a través del exón reconoce estos sitios 
alternativos. Otras mutaciones que causan el corte y empalme anormal 
producen una nueva secuencia del sitio de corte y empalme consenso, 
que se torna reconocible en lugar del sitio de corte y empalme normal. 
Por último, algunas mutaciones interfieren con la unión de proteínas 
SR específicas contra los pre-mRNA. Estas mutaciones inhiben el corte 


y empalme en los sitios normales de corte y empalme, como en el caso 


del gen SMN2, y por lo tanto llevan a la omisión del exón. E 
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y empalme (no se muestran). El complejo de reconocimiento a través del exón 
RNA-proteína formado atraviesa un exón y activa los sitios de corte y empalme 
correctos para el procesamiento del RNA. Nótese que las snRNP U1 y U2 en 
esta unidad no forman parte del mismo espliceosoma. La snRNP U2 sobre 

la derecha forma un espliceosoma con la snRNP U1 unida al extremo 5' del 
mismo intrón. La snRNP U1 mostrada hacia la derecha forma un espliceosoma 
con la snRNP U2 unida al punto de ramificación del intrón en dirección 3” (no 
se muestra), y la snRNP U2 sobre la izquierda forma un espliceosoma con Un 
snRNP U1 unido al sitio de corte y empalme 5” del intrón en dirección 5” (no se 
muestra). Las flechas dobles indican interacciones proteína-proteína. (Adaptado de 
T. Maniatis, 2002, Nature 418:236; véase también S. M. Berget, 1995, J. Biol. Chem. 270:2411,) 


samiento de los intrones revolucionó los conceptos acerca de las fun- 
ciones del RNA. Como se analizó en el Capítulo 4, en la actualidad se 
sabe que el RNA cataliza la formación del enlace peptídico durante la 
síntesis de proteína en los ribosomas. Aquí se analiza la probable fun- 
ción de los intrones del grupo II, que ahora se encuentran solo en el 
DNA delos cloroplastos y mitocondrias, en la evolución de los snRNA; 
el funcionamiento de los intrones del grupo 1 se considera en la última 
sección del procesamiento de los rRNA. 

Incluso a pesar de que sus secuencias precisas no están altamente 
conservadas, todos los intrones del grupo II se pliegan en una estruc- 
tura secundaria compleja conservada que contiene numerosos bucles 
(Fig. 8-14a). El autoprocesamiento por parte de un intrón del grupo II 
se produce a través de dos reacciones de transesterificación, las cuales 
involucran intermediarios y productos análogos a aquellos encontra- 
dos en el corte y empalme del pre-mRNA nuclear. La similitud mecá- 
nica entre el autoprocesamiento del intrón del grupo ll y el autopro- 
cesamiento del espliceosoma conduce a la hipótesis de que los snRNA 
funcionan de manera análoga a los bucles en la estructura secundaria 
de los intrones del grupo II. De acuerdo a esta hipótesis, los snRNA in- 
teractúan con los sitios de corte y empalme 5” y 3” de los pre-mRNA así 
como entre sí, a fin de producir una estructura de RNA tridimensional 
funcionalmente análoga a la de los grupos de intrones de autoprocesa- 
miento (Fig. 8-14b). 

Una extensión de esta hipótesis es que los intrones en los pre-mRNA 
evolucionaron a partir de intrones del grupo II con autoprocesamiento 
a través de la pérdida progresiva de estructuras de RNA internas, que 
simultáneamente evolucionaron a shRNA que actúan en trans y llevan 
a cabo las mismas funciones. El aval para este tipo de modelo evolutivo 
proviene de experimentos con mutantes de intrones del grupo II, en los 
cuales se elimina el dominio V y parte del dominio 1. Los transcritos 
de RNA que contienen tales intrones mutantes son defectuosos en el 
autoprocesamiento, pero cuando se añaden las moléculas de RNA equi- 
valentes a las regiones eliminadas a la reacción in vitro, se produce el 
autoprocesamiento. Este hallazgo demuestra que estos dominios en los 
intrones del grupo II pueden actuar en trans, como los snRNA. 
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(a) Intrón del grupo Il 


(b) U snRNA en espliceosoma 


U5 


— Intrón 
pre-mRNA 


FIGURA 8-14 Comparación de los intrones de autoprocesamiento del 
grupo ll y el espliceosoma. El esquema Compara las estructuras secundarias 
de los intrones de autoprocesamiento (a) del grupo !l y (b) los saRNA presentes 
en los espliceosomas. La primera reacción de transesterificación se indica me- 
diante flechas verdes; la segunda reacción, mediante flechas azules. El punto 
de ramificación A está en negrita. La similitud de estas estructuras sugiere 

que los saRNA del espliceosoma evolucionaron a partir de los intrones del 
grupo ll, siendo los saRNA que actúan en trans, funcionalmente análogos a los 
dominios correspondientes en los intrones del grupo ll. Las barras coloreadas 


que flanquean a los intrones en (a) y (b) representan exones. (Adaptado de P A. Sharp, 
1991, Science 254:663,) 


La similitud en los mecanismos de autoprocesamiento de los in- 
trones del grupo II y el corte y empalme por espliceosomas de los 
pre-mRNA, también sugiere que la reacción de corte y empalme está 
catalizada por el snRNA, no por la proteína, componentes del espliceo- 
soma. Aunque los intrones del grupo II pueden autoprocesarse in vitro 
a temperaturas y concentraciones elevadas de Mg?*, en condiciones in 
vivo las proteínas denominadas maturasas (que se unen a los RNA con 
intrones del grupo II), son necesarias para las interacciones tridimen- 
sionales del RNA intrónico necesario para catalizar las dos reacciones 
de transesterificación de corte y empalme. Por analogía, se piensa que 
las proteínas snRNP en los espliceosomas estabilizan la geometría pre- 
cisa de los snRNA y los nucleótidos necesarios para catalizar el corte y 
empalme de los pre-mRNA. 

La evolución de los snRNA pudo haber sido un paso importante en la 
evolución rápida de los eucariontes superiores. Una secuencia intrónica 
interna se perdió y sus funciones en el corte y empalme del RNA fueron 
suplantadas por los snRNA que actúan en trans; las secuencias intrónicas 
restantes estuvieron libres para divergir. Esto a su vez probablemente fa- 
cilitó la evolución de nuevos genes a través de la combinación de exones, 
ya que existen pocas restricciones en la secuencia de los nuevos intrones 
generados en el proceso (véanse las Figs. 6-18 y 6-19). También permi- 
tió el incremento en la diversidad de proteínas que resultó a partir del 
proceso de corte y empalme alternativo del RNA y un nivel adicional de 
control génico resultante del corte y empalme regulado del RNA. 


La escisión 3” y la poliadenilación de los pre-mRNA 
están estrechamente acopladas 


En las células eucariontes todos los mRNA, excepto los mRNA de las 
histonas, tienen una cola de poli(A) 3”. Los principales mRNA de his- 
tonas se transcriben a partir de genes repetidos a niveles prodigiosos 
en las células en proceso de replicación durante la fase S. Ellos sufren 
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una forma especial de procesamiento en extremo 3 que invol 
corte, pero no la poliadenilación. Proteínas especializadas de unión a 
RNA, las cuales ayudan a regular la traducción de los mRNA de hi. 
tonas, se unen al extremo 3” generado por este sistema especializa de 
Los primeros estudios de adenovirus marcados con pulsos Y el RNA a 
SV40 demostraron que los transcritos PEMSnOS virales se extienden 
más allá del sitio donde se expande la cola de poli(a). Estos resultados 
sugieren que los residuos de A p0n añadidos a un hidroxilo 3" genera. 
dos por escisión endonucleolítica de un asen más largo, Pero e 
fragmento predicho de RNA en disección 3 nunca fue detectado in 
vivo, presumiblemente debido a su rápida degradación. Sin embargo, 
la detección de ambos productos de escisión se observó en reacciones 
de procesamiento in vitro llevadas a cabo ES eraciOS nucleares de 
células humanas cultivadas. El proceso de escisión/poliadenilación y 
la degradación del RNA en la dirección 3” del sitio de corte Se Produce 
mucho más lentamente en estas reacciones in vitro, simplificando la 
detección del producto de escisión en dirección 3”. 

La secuenciación temprana de los clones de cDNA a partir de cé]y. 
las animales demostró que casi todos los mRNA contienen la secuencia 
AAUAAA de 10-35 nucleótidos en dirección 5” de la cola de poli(4) 
(Fig. 8-15). La poliadenilación de los transcritos de RNA es virtual. 
mente eliminada cuando la secuencia correspondiente en el molde de 
DNA es mutada a cualquier otra secuencia, excepto a una que consti- 
tuya una secuencia estrechamente relacionada (AUUAAA). Los tran- 
scritos de RNA sin procesar, producidos a partir de tales moldes de 
mutantes, no se acumulan en los núcleos sino que son degradados rápi- 
damente. Estudios adicionales de mutagénesis revelaron que se necesita 
una segunda señal en la dirección 3” del sitio de corte para la escisión 
y la poliadenilación eficiente de la mayoría de los mRNA en las células 
animales. Esta señal en dirección 3” no es una secuencia específica, sino 
una rica en GU o simplemente una región rica en U dentro de los - 50 
nucleótidos del sitio de corte. 

La identificación y la purificación de las proteínas necesarias para 
el corte y la poliadenilación de los pre-mRNA han conducido al mo- 
delo mostrado en la Figura 8-15. Un factor de especificidad de corte y 
poliadenilación (CPSF) de 360 kDa, constituye primero un complejo 
inestable con la señal de poli(A) AAUAAA en dirección 5”. Luego, al 
menos tres proteínas adicionales se unen al complejo CPSF-RNA: un 
heterodímero de 200 kDa llamado factor estimulante del corte (CStF), 
que interactúa con la secuencia rica en G/U; un heterotetrámero de 150 
kDa llamado factor de corte 1 (CEL); y un segundo factor de corte hete- 
rodimérico (CFII). Se cree que una proteína de — 150 kDa llamada sin- 
plekina forma una plataforma sobre la cual se ensamblan los factores 
de escisión/poliadenilación. Finalmente, la poli(A) polimerasa (PAP) se 
une al complejo antes de que ocurra la escisión. Este requerimiento 
para la unión del PAP conecta la escisión y la poliadenilación, de Mi” 
nera tal que el extremo 3” generado sea rápidamente poliadenilado 
no se pierda información esencial con la degradación por parte de las 
exonucleasas de un extremo 3" desprotegido. 

El ensamblaje del gran complejo de corte/poliadenilación mult- 
proteico alrededor de la señal de poli(A) rica en AU en un pre-meN de 
es análogo en muchos aspectos a la formación del complejo de o 
ciación de la transcripción en la caja TATA rica en AT de una molécu 
de DNA molde (véase la Fig. 7-16). En ambos casos, los complejos M' e 
tiproteicos se ensamblan de manera cooperativa a través de una ó 
interacciones específicas proteína-ácido nucleico y proteína-protei 

Tras la escisión en el sitio de poli(A), la poliadenilación procede ie 
dos fases. La adición de los primeros 12 residuos A, aproximadame” 
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FIGURA 8-15 Modelo para el corte y la poliadenilación de los pre-mRNA 
en las células de mamífero. El factor de especificidad de corte y la poliadeni- 
lación (CPSF) se une a la señal poli(A) AAUAAA en dirección 5”. CStF interactúa 
con una secuencia rica en U o GU en dirección 3" y con CPSF unido, forma un 
lazo en el RNA; la unión de CFI y CFIl ayuda a estabilizar el complejo, La unión 
de la poli(A) polimerasa (PAP) después estimula el corte en un sitio poli(A), 
que suele estar a 10-35 nucleótidos 3' de la señal poli(A) en dirección 5”. Los 
factores de corte son liberados, a medida que se forma el producto del corte 
de RNA en dirección 3”, el cual es rápidamente degradado. PAP unida luego 
añade - 12 residuos A a una velocidad baja al grupo 3'-hidroxilo generado por 
la reacción de escisión. La unión de la proteína Il de unión a poli(A) (PABPII) a la 
corta cola de poli(A) inicial acelera la velocidad de adición por parte de la PAP. 
Después de que se añaden 200-250 residuos de A, la PABPII indica a la PAP que 
detenga la polimerización. 


se produce de manera lenta seguida por una adición rápida de unos 
200-250 residuos A más. La fase rápida requiere la unión de múltiples 
copias de una proteína de unión a poli(A) que contiene el motivo RRM. 
Esta proteína es designada PABPII para distinguirla de la proteína de 
unión a poli(A) presente en el citoplasma. PABPII se une a la corta 
cola A agregada inicialmente por la PAP, estimulando la velocidad de 
polimerización de los residuos adicionales de A, lo que da como resul- 

tado la rápida fase de poliadenilación (Fig. 8-15). PABPII también es 

responsable de la señalización de la poli(A) polimerasa para terminar la 

polimerización cuando la cola de poli(A) alcanza una longitud de 200- 

250 residuos, aunque el mecanismo para el control de la longitud de la 

cola aún no se comprende. La unión de la PABPII a la cola de poli(A) es 

esencial para la exportación del mRNA en el citoplasma. 


Las exonucleasas nucleares degradan el RNA que es 
procesado y eliminado de los pre-mRNA 


Debido a que el genoma humano contiene intrones largos, solo — 5% 
de los nucleótidos que son polimerizados por la RNA polimerasa II 
durante la transcripción son retenidos en los mRNA procesados, ma- 
duros. Aunque este proceso parece ineficiente, es probable que haya 
evolucionado en organismos multicelulares dado el proceso de combi- 
nación de exones facilitado por la evolución de nuevos genes en orga- 
nismos con intrones largos (Cap. 6). Los intrones que son eliminados 
y la región en la dirección 3” del sitio de corte y poliadenilación, son 
degradados por exorribonucleasas nucleares que hidrolizan una base 
cada vez, desde cualquiera de los extremos 5” o 3” de una hebra de RNA. 
Como se mencionó anteriormente, el enlace 2”,5'-fosfodiéster en 
los intrones cortados es hidrolizado por una enzima desramifican- 
te, produciendo una molécula lineal con extremos desprotegidos los 
cuales pueden ser atacados por exonucleasas (véase la Fig. 8-11). La 
vía de decaimiento nuclear predominante es la hidrólisis 37 > 5” por 
parte de 11 exonucleasas que se asocian unas con otras en un comple- 
jo proteico largo llamado el exosoma. Otras proteínas en el complejo 
incluyen la RNA helicasa que interrumpe el apareamiento de bases y 
las interacciones RNA-proteína, que de otro modo podrían impedir a 
las exonucleasas. Los exosomas también funcionan en el citoplasma, 
como se analizará más adelante. Además de los intrones, los exosomas 
parecen degradar los pre-mRNA que no han sido apropiadamente 
procesados o poliadenilados. Aún no está claro cómo los exosomas 
reconocen a los pre-mRNA procesados de manera inadecuada. Pero 
en las células de levadura con mutantes sensibles a la temperatura 
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de la poli(A) polimerasa (Fig. 8-15), los pre-mRNA son retenidos en 
sus sitios de transcripción en el núcleo en la temperatura no permi- 
siva. Estos pre-mRNA procesados anormalmente son liberados en las 
células con una segunda mutación en una subunidad del exosoma, 
encontrada solo en los exosomas nucleares y no en los citoplasmá- 
ticos (PM-Scl; 100 kD en los seres humanos). Asimismo, los exoso- 
mas que se localizan en los sitios de transcripción en los cromosomas 
politénicos de Drosophila, donde están asociados con los factores de 
elongación de la RNA polimerasa 11. Estos resultados sugieren que el 
exosoma participa en un mecanismo de control de la calidad que aún 
no se comprende bien, el cual reconoce los pre-mRNA procesados de 
manera aberrante, evitando su exportación al citoplasma y en última 
instancia llevándolo a su degradación. 

A fin de evitar ser degradados por las exonucleasas nucleares, los 
transcritos nacientes, los intermediarios del procesamiento de los 
pre-mRNA y los mRNA maduros en el núcleo deben tener sus extre- 
mos protegidos. Como se analizó antes, el extremo 5' de un transcrito 
naciente está protegido por la adición de la estructura de la caperuza 
5” tan pronto como el extremo 5” emerge de la polimerasa. La caperu- 
za 5” está protegida debido a que es incorporada por un complejo de 
unión al casquete nuclear, el cual lo protege de la acción de las 5' exo- 
nucleasas y también actúa en la exportación del mRNA al citoplas- 
ma. El extremo 3” de un transcrito naciente se encuentra dentro de la 
RNA polimerasa y por lo tanto es inaccesible a las exonucleasas (véase 
la Fig. 4-12). Como se describió antes, el extremo 3" libre, generado 
por la escisión de un pre-mRNA en la dirección 3” del sitio de poli(A), 
es rápidamente poliadenilado por la poli(A) polimerasa asociada con 
los otros factores del procesamiento 3', y la cola de poli(A) resultante 
es unida por la PABPII (Fig. 8-15). Este acoplamiento estrecho del 
corte y la poliadenilación protege al extremo 3” del ataque por parte 
de las exonucleasas. 


CONCEPTOS CLAVES de la Sección 8.1 
Procesamiento del pre-mRNA eucarionte 


* En el núcleo de las células eucariontes, los pre-mRNA están asociados 
con las proteínas hnRNP y procesados por la caperuza 5”, el corte y la 
poliadenilación 3”, y el corte y empalme antes de ser transportados al 
citoplasma (véase la Fig. 8-2). 


* Poco tiempo después de la iniciación de la transcripción, las en- 
zimas de la caperuza asociadas con el dominio carboxilo terminal 
(CTD) de la RNA polimerasa II, que está fosforilada múltiples veces 
en la serina 5 de la repetición heptapéptido por el TFIIH durante la 
iniciación de la transcripción, añaden la caperuza 5” del transcrito 
naciente. Otros factores del procesamiento del RNA involucrados 
en el corte y empalme del RNA, la escisión 3" y la poliadenilación 
se asocian con el CTD cuando está fosforilado en la serina 2 de la 
repetición del heptapéptido, aumentando la velocidad de la elonga- 


ción de la transcripción. En consecuencia, la transcripción no pro- 
cede a una velocidad alta hasta que los fa 


se asocian con el CTD, donde están posi 
con el pre-mRNA naciente a medida que 
la polimerasas. 


ctores del procesamiento 
cionados para interactuar 
emerge de la superficie de 
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- Cinco diferentes snaRNP interactúan a través del apareamiento deba. 
ses una con otras y con el pre-mRNA para formar el espliceosoma (Véa. 
se la Fig. 8-11). Este complejo nboMAcOproteles muy grande Cataliza 
dos reacciones de transesterificación que unen dos exones y eliminan ¿ 
intrón como una estructura en forma de lazo, la cual es POSteriorment, 


degradada (véase la Fig. 8-8). 


- Las proteínas SR que se unen a las secuencias potenciadoras del cor; 
y empalme exónico en los exones, son cruciales en definir los eXOnes 
en los pre-mRNA largos de los organismos Superiores. Una red de ip. 
teracciones entre las proteínas SR (las saRNP) y los factores del corte 
y empalme del RNA forman un complejo de reconocimiento a través 
del exón, que especifica los sitios de corte y empalme correctos (véase 
la Fig. 8-13). 


» Se cree que los snRNA en el espliceosoma tienen una estructura tercia. 
ria global similar a la de los intrones del autoprocesamiento del grupo 1), 


+ Para las unidades de transcripción largas en los organismos Supe- 
riores, el corte y empalme de exones suele comenzar a medida que el 
pre-mRNA todavía se está formando. El corte y la poliadenilación para 
formar el extremo 3” del mRNA se produce después de que se transcri- 
be el sitio de poli(A). 


* En la mayoría de los genes que codifican proteínas, una señal conser- 
vada de poli(A) AAUAAA se encuentra ligeramente antes en la direc- 
ción 5” de un sitio de poli(A) donde se produce el corte y la poliade- 
nilación. Una secuencia rica en U o GU en la dirección 3” del sitio de 
poli(A) contribuye a la eficiencia del corte y la poliadenilación. 


* Un complejo multiproteico que incluye la poli(A) polimerasa (PAP) 
lleva a cabo el corte y la poliadenilación de un pre-mRNA. Una proteí- 
na nuclear de unión a poli(A), PABPII, estimula la adición de residuos 
A mediante la PAP y detiene la adición una vez que la cola de poli(A) 
alcanza los 200-250 residuos (véase la Fig. 8-15). 


* Los intrones cortados y el RNA en la dirección 3” del sitio de cortel 
poli(A) son degradados principalmente por los exosomas, complejos 
multiproteína que contienen once exonucleasas 3" > 5' a medida, así 


como RNA helicasas. Los exosomas también degradan inadecuada- 
mente los pre-mRNA. 


8.2 Regulación del procesamiento del pre-mRNA 


Ahora que hemos visto cómo se procesan los pre-mRNA en los mRNA 
funcionales, maduros, consideraremos cómo contribuye la regulación 
de este proceso al control génico. Recuérdese del Capítulo 6 que los el” 
cariontes superiores contienen unidades de transcripción tanto can 
plejas como simples, codificadas en sus DNA. Los transcritos primar 105 
producidos a partir del anterior contienen un sitio de poli(A) y exhiben 
solo un patrón de corte y empalme del RNA, incluso si se encuentra? 
presentes múltiples intrones; así, las unidades de transcripción imp 
codifican un único mRNA. Por el contrario, los transcritos A 
producidos a partir de las unidades de transcripción complejas (- a 
94% de todas las unidades de transcripción humanas) pueden ser p" ] 
cesadas en formas alternativas para dar diferentes mRNA que codifica 
proteínas diferentes (véase la Fig. 6-3). 


corte y empalme alternativo genera transcritos 
diferentes combinaciones de exones 


E 
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El descubrimiento de que una gran fracción de unidades de transcrip- 
ción en los organismos superiores codifica mRNA por corte y empalme 
alternativos y que los mRNA procesados de manera diferente se expre- 
san en distintos tipos de células reveló que la regulación del corte y em- 
palme del RNA es un mecanismo de control génico importante en los 
eucariontes superiores. Aunque se conocen muchos ejemplos de corte 
en sitios poli(A) alternativos en los pre-mRNA, el corte y empalme al- 
ternativo de diferentes exones es el mecanismo más común para expre- 
sar diferentes proteínas a partir de una unidad de transcripción com- 
pleja. En el Capítulo 4, por ejemplo, mencionamos que los fibroblastos 
producen un tipo de proteína extracelular fibronectina, mientras que 
los hepatocitos producen otro tipo. Ambas isoformas de la fibronecti- 
na están codificadas en la misma unidad de transcripción, que es pro- 
cesada de manera alternativa en los dos tipos de células para dar dos 
mRNA diferentes (véase la Fig. 4-16). En otros casos, el procesamiento 
alternativo puede ocurrir simultáneamente en el mismo tipo celular en 
respuesta a diferentes señales ambientales o del desarrollo. Primero se 
analizará uno de los ejemplos mejor comprendidos del procesamiento 
del RNA regulado y luego se considerarán brevemente las consecuen- 
cias del corte y empalme en el desarrollo del sistema nervioso. 
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FIGURA 8-16 Cascada regulada de corte y empalme que controla la 
determinación del sexo en los embriones de Drosophila. Para mayor 
claridad, solo se muestran los exones (rectángulos) y los intrones (líneas negras) 
donde se produce el corte y empalme. El corte y empalme se indica mediante 
líneas discontinuas rojas por encima (hembras) y azules por debajo (machos) 
de los pre-mRNA. Las líneas verticales rojas en los exones indican codones de 
terminación en marco de lectura, los cuales evitan la síntesis de la proteína 
funcional. Únicamente los embriones hembra producen la proteína Sxl funcio- 
nal, que reprime el corte y empalme entre los exones 2 y 3 en el pre-mRNA sx/ 
(a) y entre los exones 1 y 2 en el pre-mRNA tra (b). (c) Por el contrario, la unión 
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ada regulada de corte y empalme del RNA 
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os de corte y empalme alternativo regula- 


do del pre-mRNA provino a partir de estudios de diferenciación se- 
xual en Drosophila. Los genes necesarios para la diferenciación sexual 
de Drosophila se caracterizaron por primera vez mediante aislamien- 
to de mutantes de Drosophila defectuosos en el proceso. Cuando las 
proteínas codificadas por los genes de tipo silvestre se caracterizaron 
bioquímicamente, se encontró que dos de ellas regulaban una cascada 
de corte y empalme alternativo del RNA en embriones de Drosophila. 


ciones más recientes mostraron cómo estas proteinas regulan 
n a la creación de 


que suprimen el 


Uno de los primeros ejempl 


Investiga 
el procesamiento del RNA y en última instancia lleva 
dos represores de la transcripción específicos del sexo, 
desarrollo de las características del sexo opuesto. 

La proteína Sxl, codificada por el gen sex-lethal, es la primera pro- 
teína que actúa en la cascada (Fig. 8-16). La proteína Sxl está presente 
solo en los embriones hembra. Temprano en el desarrollo, el gen es 
transcrito a partir de un promotor que funciona solo en los embriones 
hembra. Más tarde este promotor específico de las hembras es apagado 
y se activa otro promotor para sex-lethal tanto en embriones hembra 
como en machos. Sin embargo, en ausencia de la proteína Sxl tempra- 
na, el pre-mRNA sex-lethal en los embriones macho es procesado para 
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cooperativa de la proteína Tra y dos proteínas SR, Rbp1 y Tra2, activa el corte 
empalme entre los exones 3 y 4 y el corte/poliadenilación(A en el extremo , 
del exón 4 en el pre-mRNA de dsx en los embriones hembra. En los embriones 
macho, que carecen de Tra funcional, las proteínas SR no se imén al exón 4 y en 
consecuencia el exón 3 es empalmado con el intrón S. Las proteínas Dsx dis- 
tintivas producidas en los embriones hembra y macho como resultado de esta 
cascada de cortes y empalmes regulados reprime la transcripción de los genes 
necesarios para la diferenciación sexual del sexo OPuesto. (Adaptado de M. J. Moore y 
cols, 1993, in R. Gesteland y ). Atkins, eds., The RNA world, Cold Spring Harbor Press, pp. 303-357.) 
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producir un mRNA que contiene un codón de detención temprano en 
la secuencia. El resultado neto es que los embriones macho producen 
Una proteína Sxl funcional, ya sea temprano o tarde en el desarrollo. 

En contraste, la proteína Sxl expresada en los embriones hembra 
dirige el corte y empalme del pre-mRNA sex-lethal, de manera tal 
que se produzca un mRNA sex-lethal funcional (Fig. 8-16a). Sxl lo- 
gra esto al unirse a una secuencia en el pre-mRNA cerca del extremo 
3” del intrón entre el exón 2 y el exón 3, bloqueando de esta forma 
la asociación adecuada de U2AF y U2 snRNP (Fig. 8-11). En conse- 

cuencia, la Ul snRNP unida al extremo 3” del exón 2 se ensambla en 
un espliceosoma con la U2 snRNP unida en el punto de ramificación 
en el extremo 3” del intrón entre los exones 3 y 4, llevando al corte 
y empalme del exón 2 con el exón 4 y saltando el exón 3. El sitio de 
unión para Sxl en el pre-mRNA de Sxl se denomina silenciador del 
corte y empalme intrónico, debido a su localización en un intrón y su 
función de bloquear o “silenciar” el uso del sitio de corte y empalme. 
El mRNA sex-lethal resultante específico de las hembras es traduci- 
do a una proteína Sxl funcional, que refuerza su propia expresión en 
los embriones hembra al causar continuamente el saltado del exón 3. 
Esta ausencia de la proteína Sxl en los embriones macho permite la 
inclusión del exón 3 y, por ende, del codón de detención que evita la 
traducción de la proteína Sx] funcional. 

La proteína Sxl regula el proceso de corte y empalme alternativo del 
pre-mRNA del gen transformer (Fig. 8-16b). En los embriones machos, 
donde no se expresa Sxl, el exón 1 es empalmado con el exón 2, que 
contiene un codón de detención que evita la síntesis de una proteína 
transformer funcional. En los embriones hembra, no obstante, la unión 
de la proteína Sx] a un silenciador de corte y empalme intrónico en el 
extremo 3” del intrón entre los exones 1 y 2 bloquea la unión de U2AF 
en este sitio. La interacción de Sxl con el pre-mRNA transformer es me- 
diada por dos dominios RRM en la proteína (véase la Fig. 8-5). Cuando 
se une Sxl, la unión de U2AF a un sitio de baja afinidad 3" más allá en el 
pre-mRNA; como resultado el exón 1 es cortado en este sitio de corte 3” 
alternativo, eliminando el exón 2 con su codón de detención. El mRNA 
transformer específico de hembra resultante, que contiene exones adi- 

cionales procesados constitutivamente, es traducido en una proteína 
Transformer (Tra) funcional. 

Finalmente, la proteína Tra regula el procesamiento alternativo 
del pre-mRNA transcrito a partir del gen double-sex (Fig. 8-16c). En 
los embriones hembra, un complejo de Tra y dos proteínas expresadas 
constitutivamente, Rbp1 y Tra2, dirigen el empalme del exón 3 con el 
exón 4 y también estimulan el corte/poliadenilación en el sitio poli(A) 
alternativo en el extremo 3” del exón 4, lo cual conduce a una versión 
específica de las hembras, corta, de la proteína Dsx. En los embriones 
macho, que no producen proteína Tra, el exón 4 es omitido; por lo 
tanto, el exón 3 es empalmado al exón 5. El exón 5 es empalmado cons- 
titutivamente al exón 6, que está poliadenilado en su extremo 3”, lo cual 
conduce a una versión más larga, específica de los machos de la proteí- 
na Dsx. La secuencia RNA a la cual se une Tra en el exón 4 se denomina 
potenciador del corte y empalme exónico, puesto que potencia el proceso 
de corte y empalme en las cercanías del sitio de corte. 

Como resultado de la cascada regulada del procesamiento del 
RNA descripto en la Figura 8-16, en los embriones macho y hem- 
bra se expresan diferentes proteínas Dsx. La proteína Dsx macho es 
un represor de la transcripción que inhibe la expresión de los genes 
necesarios para el desarrollo de la hembra. A la inversa, la proteína 


Dsx hembra reprime la transcripción de los genes necesarios para el 
desarrollo del macho. 
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FIGURA 8-17 Modelo de activación del proceso de corte y empalme Por 
la proteína Tra y las proteínas SR Rbp1 y Tra2. En los embriones hembra 
de Drosophila, el corte y empalme de los exones 3y4en el pre-mRNA dsx es 
activado por la unión de los complejos Tra/Tra2/Rbp1 a seis sitios en el exón 4, 
Debido a que Rbp1 y Tra2 no pueden unirse al pre-mRNA en ausencia de Tra, el 
exón 4 es saltado en los embriones machos. Véase el texto para más descrip- 
ción. A, = poliadenilación. (Adaptado deT. Maniatis y B. Tasic, 2002, Nature 418:236) 


La Figura 8-17 ilustra cómo se cree que el complejo Tra/Tra2/Rbp! 
interactúa con el pre-mRNA double-sex (dsx). Rbp1 y Tra2 son proteí- 
nas SR, pero no interactúan con el exón 4 en ausencia de la proteína 
Tra. La proteína Tra interactúa con Rbp1 y Tra2, dando como resultado 
la unión cooperativa de las tres proteínas a seis potenciadores del corte 
y empalme exónico en el exón 4. La unión de las proteínas Tra2 y Rbp] 
luego promueven la unión de U2AF y U2 snRNP al extremo 3' del in- 
trón entre los exones 3 y 4, al igual que lo hacen otras proteínas SR 
para los exones procesados constitutivamente (véase la Fig. 8-13). Los 
complejos Tra/Tra2/Rbp1 pueden potenciar la unión del complejo de 
corte/poliadenilación al extremo 3” del exón 4. 


Los represores y activadores del proceso de 


corte y empalme controlan este proceso en sitios 
alternativos 


Como se evidencia en la Figura 8-16, la proteína Sxl y la proteína Tra 
de Drosophila tienen efectos opuestos: Sxl evita el corte y empalme, 
causando que los exones sean omitidos, mientras que Tra promueve 
dicho corte y empalme. La acción de proteínas similares puede expli- 
car la expresión específica del tipo de célula de las isoformas de la fi 
bronectina en los seres humanos. Por ejemplo, un represor del corte 
empalme como Sxl, expresado en los hepatocitos podría unirse a los 
sitios de corte y empalme de los exones EIA y ENTIB en el pre-mRNA 
de la fibronectina, provocando que los mismos sean omitidos durante 
el proceso de corte y empalme del RNA (véase la Fig. 4-16). Alternatr 
vamente, un activador como Tra expresado en los fibroblastos podría 
activar los sitios de corte asociados con los exones EJIIA y ElIIB de la 
fibronectina, llevando a la inclusión de los mismos en el mRNA e 
duro. El análisis experimental en algunos sistemas ha revelado que y 
inclusión de un exón en algunos tipos celulares, versus la omisión de 
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lc. ctivadores del corte y empalme, en general proteínas SR, también 
se pueden presentar en los intrones, donde se denominan potenciadores 
del corte y empalme intrónicos. 

El corte y empalme alternativo de los exones es en especial común 
en el sistema nervioso, generando múltiples isoformas de muchas pro- 
teínas necesarias para el desarrollo y la función neuronal tanto en los 
invertebrados como en los vertebrados. Los transcritos primarios de 
estos genes suelen presentar patrones complejos de corte y empalme 
que pueden generar diferentes mRNA, con diferentes formas proce- 
sadas expresadas en distintas localizaciones anatómicas dentro del 
sistema nervioso central. Consideraremos dos ejemplos notables que 
ilustran el papel crucial de este proceso en la función neural. h 


Expresión de las proteínas del canal de K* en las células pilosas de 
vertebrados En el oído interno de los vertebrados, las “células pilosas” 
individuales (que son neuronas ciliadas) responden muy fuertemente a 
una frecuencia específica de sonido. Las células sintonizadas a una baja 
frecuencia (- 50 Hz) se encuentran en un extremo de la cóclea tubular 
que constituye el oído interno; las células que responden a una alta 
frecuencia (— 5 000 Hz) se encuentran en el otro extremo (Fig. 8-18a). 
Las células entre los extremos responden a un gradiente de frecuencias 
entre estos extremos. Un componente en la sintonización de las células 
pilosas en los reptiles y las aves es la apertura de los canales iónicos 
de K*, en respuesta al aumento de las concentraciones intracelulares 
de Ca?*, La concentración de Ca?* a la que el canal se abre determina 
la frecuencia a la cual el potencial de membrana oscila y por ende, la 
frecuencia a la que la célula se sintoniza. 

El gen que codifica este canal de K* activado por Ca?* se expresa 
como múltiples mRNA procesados de manera alternativa. Las diversas 
proteínas codificadas por estos mRNA alternativos se abren a diversas 
concentraciones de Ca?* diferentes. Las células pilosas con diferentes 
frecuencias de respuesta expresan diversas isoformas de la proteína del 
canal, dependiendo de su posición a lo largo de la longitud de la cóclea. 
La variación de la secuencia en la proteína es muy compleja: existen al 
menos ocho regiones en el mRNA donde se utilizan exones alternati- 
vos, permitiendo la expresión de 576 posibles isoformas (Fig. 8-18b). El 
análisis por PCR de los mRNA a partir de células pilosas individuales, 
lula pilosa expresa una mezcla de diferentes 
ivados por Ca”*, con diferentes formas que 
lulas de acuerdo a sus posiciones en la có- 
el proceso de corte y em- 
2+ está regulado 


ha demostrado que cada cé 
mRNA de canales de K* act 
predominan en distintas cé 
clea. Este notable ordenamiento sugiere que 
palme del pre-mRNA del canal de K* activado por Ca e 
en respuesta a señales extracelulares, las cuales informan a la célula de 


su posición a lo largo de la cóclea. . 
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FIGURA 8-18 Función del corte y empalme alternativo en la percepción 
de los sonidos de diferentes frecuencias. (a) La cóclea del pollo, un tubo de 
5 mm de longitud, contiene un epitelio de células pilosas auditivas que se sin- 
tonizan con un gradiente de frecuencias vibratorias desde 50 Hz en el extremo 
apical (izquierda) hasta 5 000 Hz en el extremo basal (derecha). (b) El canal de 
Ca?* activado por K* contiene siete hélices a transmembranas (50-56), que se 
asocian para formar el canal. El dominio citosólico, que incluye cuatro regiones 
hidrófobas ($7-S10), regula la apertura del canal en respuesta al Ca?*. Isoformas 
del canal, codificadas por formas alternativas de los mRNA producidos a partir 
del transcrito primario, se abren a diferentes concentraciones de Ca?* y por lo 
tanto responden a diferentes frecuencias. Los números rojos se refieren a regio- 
nes donde el corte y empalme alternativo produce diferentes secuencias de 
aminoácidos en varias isoformas. (Adaptado de K. P. Rosenblatt y cols, 1997, Neuron. 19:1061,) 


1 En las neuronas de los vertebrados se han observado muchos 
ejemplos de genes similares a los que codifican el canal de K* 
coclear; mRNA procesados de manera alternativa, coexpresados a 
partir de un gen específico en un tipo de neurona, son expresados a 
diferentes concentraciones correlativas en distintas regiones del siste- 
ma nervioso central. Las expansiones en el número de repeticiones de 
microsatélites dentro de las regiones transcritas de genes expresados 
en las neuronas, pueden causar una alteración en las concentraciones 
relativas de los mRNA procesados alternativamente transcritos a par- 
tir de múltiples genes. En el Capítulo 6, se analizó cómo el desliza- 
miento hacia atrás durante la replicación del DNA puede llevar a la 
expansión de una repetición de microsatélite (véase la Fig. 6-5). Al 
menos 14 tipos diferentes de enfermedades neurológicas, se producen 
a partir de la expansión de las regiones de microsatélites dentro de las 
unidades de transcripción expresadas en las neuronas. Las regiones 
largas resultantes de las secuencias simples repetidas en los RNA nu- 
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FIGURA 8-19 Edición del RNA del pre-mRNA apo-B. El mRNA apoB pro- 
ducido en el hígado tiene la misma secuencia que los exones en el transcrito 
primario. Este mRNA es traducido a apoB-100, que tiene dos dominios funcio- 
nales: un dominio N-terminal (verde) que se asocia con lípidos y un dominio 
C-terminal (anaranjado) que se une a los receptores LDL sobre las membranas 


cleares de estas neuronas, dan como resultados anomalías en las con- 
centraciones relativas de los mRNA procesados alternativamente. Por 
ejemplo, la más común de este tipo de enfermedades, la distrofia mio- 
tónica, se caracteriza por parálisis, discapacidad cognitiva y trastor- 
nos de la personalidad y del comportamiento. La distrofia miotónica 
es el resultado del aumento de las copias de las repeticiones CUG en 
un transcrito para algunos pacientes, o de las repeticiones CCUG en 
otro transcrito para otros pacientes. Cuando el número de estas repe- 
ticiones aumenta a 10 o más veces del número normal de repeticiones 
en estos genes, las anomalías se observan al nivel de dos proteínas 
hnRNP que se unen a estas secuencias repetitivas. Esto probablemen- 
te se debe a que dichas hnRNP se unen por la concentración anor- 
malmente alta de esta secuencia de RNA en el núcleo de las neuronas 
en tales pacientes. Se cree que las concentraciones anómalas de estas 
proteínas hnRNP conducen a las alteraciones en la velocidad del pro- 
ceso de corte y empalme de diferentes sitios de corte y empalme alter- 
nativo, en los múltiples pre-mRNA normalmente regulados por estas 
proteínas hnRNP.M 


Expresión de las isoformas Dscam en las neuronas retinales de 
Drosophila El ejemplo más extremo de procesamiento del RNA alter- 
nativo regulado revelado hasta el momento, tiene lugar en la expresión 
del gen Dscam en Drosophila. Las mutaciones en este gen interfieren 
con las conexiones sinápticas hechas entre los axones y las dendritas 
durante el desarrollo del vuelo. El análisis del gen Dscam mostró que 
contiene 95 exones procesados de manera alternativa, los cuales po- 
drían ser empalmados para generar ¡38 016 isoformas posibles! Resul- 
tados recientes demuestran que los mutantes de Drosophila con una 
versión del gen que puede ser procesada en solo alrededor de 22 000 
ds ces e la esco 
las posibles isoformas Dscam por eS da ie 
del RNA, ayuda a especificar las decenas d pe a al Eennlado 
nexiones sinápticas entre las neuronas en E a E qa 
cerebro de Drosophila. En 
otras palabras, el correcto cableado de neuronas en el cerebro requi 
del proceso de corte y empalme regulado del RNA. ds 
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intestinales producen apoB-48, que € 
apoB-100. (Adaptado de P. Hodges y J. Scott., 1992, 


La edición del RNA altera las secuencias 
de algunos pre-mRNA 


A mediados de la década de 1980, la secuenciación de numerosos clo- 
nes de cDNA y su DNA genómico correspondiente a partir de múlti- 
ples organismos llevó a la inesperado descubrimiento de otro tipo de 
procesamiento del pre-mRNA. En este tipo de procesamiento, denomi- 
nado edición del RNA, se altera la secuencia de un pre-mRNA; como 
resultado, el correspondiente mRNA maduro difiere de los exones que 
lo codifican en el DNA genómico. 

La edición del RNA está muy difundida en las mitocondrias de 
los protozoos y las plantas y también en los cloroplastos. En las mito- 
condrias de ciertos tripanosomas patogénicos, más de la mitad de la 
secuencia de algunos mRNA está alterada respecto de la secuencia co- 
rrespondiente en los transcritos primarios. A las adiciones y deleciones 
de números específicos de U siguen los moldes proporcionados por el 
apareamiento de bases de RNA “guías” cortos. Estos RNA están codi- 
ficados por miles de minimoléculas de DNA mitocondrial circulares 
concatenados, a muy pocas moléculas de DNA mitocondrial grandes. 
Es incierta la razón para este mecanismo barroco de codificar proteí- 
nas mitocondriales en tales protozoos. Pero este sistema representa un 
punto diana potencial para fármacos que inhiban el complejo proce- 
samiento de enzimas esenciales para el microbio, las cuales no existen 
en las células de los seres humanos o de otros huéspedes vertebrados. 

En los eucariontes superiores, la edición del RNA es mucho más 
rara y por lo tanto hasta ahora únicamente se han observado cambios 
de una sola base. Sin embargo, tales ediciones menores revelaron ten! 
consecuencias funcionales significativas en algunos casos. Un ejemplo 
importante de la edición del RNA en los mamíferos involucra al 8*” 
apoB. Este gen codifica dos formas alternativas de una proteína sérica 
central en la captación y al transporte del colesterol. En consecuenció 
es importante en los procesos patogénicos que llevan a la ateroesclerosts 
la enfermedad arterial que constituye la principal causa de muerte %P 
los países desarrollados. El gen apoB expresa tanto la proteína sérico 
apolipoproteína B-100 (apoB-100) en los hepatocitos (el principal sd 
celular en el hígado) y la apoB-48, expresada en las células intestin” 
les epiteliales. La apoB-48 de - 240 kDa corresponde a la región Y” 


y 


terminal de la apoB-100 de — 500 kDa. Como se detalló en el Capítulo 
10, ambas proteínas apoB son componentes de complejos lipoproteicos 
grandes que transportan lípidos en el suero. Sin embargo, solo los com- 
plejos de lipoproteína de baja densidad (LDL) que contienen la apoB- 
100 en sus superficies distribuyen el colesterol a los tejidos del cuerpo 
mediante su unión al receptor LDL presente en todas las células. 
La expresión específica del tipo de célula de las dos for 
es el resultado de la edición del pre-mRNA apoB, de manera tal que 
cambia el nucleótido en la posición 6666 en la secuencia de una Ca 
una U. Esta alteración, que se produce solo en las células intestina- 
les, convierte al codón CAA para la glutamina en UAA ( 
detención) que lleva a la síntesis de la apoB-48 más cort 
Estudios con la enzima parcialmente purificada que efectúa la desami.- 
nación postranscripcional de C¿sgg a U, muestran que puede reconocer 
y editar un RNA tan corto como de 26 nucleótidos co 
rodea la Csggg en el transcrito primario de apoB. 


mas de apoB 


un codón de 
a (Fig. 8-19). 


n la secuencia que 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 8.2 


Regulación del procesamiento del pre-mRNA 


* Debido al corte y empalme alternativo de los transcritos primarios, 
al uso de promotores alternativos y a la escisión en diferentes sitios 
poli(A), se pueden expresar diferentes mRNA a partir de un mismo gen 
en distintos tipos celulares o en diversos estadios del desarrollo (véanse 
las Figs. 6-3 y 8-16). 


* El corte y empalme alternativo puede ser regulado por las proteínas de 
unión al RNA que se unen a secuencias específicas cerca de los sitios de 
corte y empalme. Los represores pueden bloquear de manera estérica la 
unión de los factores de corte y empalme a sitios específicos en los pre- 
mRNA o inhibir sus funciones. Los activadores del corte y empalme 
amplifican dicho corte y empalme mediante la interacción con factores 
del corte y empalme, promoviendo de esta manera sus asociaciones 
con un sitio de corte regulado. Las secuencias de RNA unidas por los 
represores del corte y empalme se denominan silenciadores del corte y 
empalme exónico o intrónicos, dependiendo de sus localizaciones en 
un exón o en un intrón. Las secuencias unidas por los activadores del 
corte y empalme se denominan potenciadores del corte y empalme in- 
trónico o exónico. 

- En la edición del RNA, la secuencia nucleotídica de un pre-mRNA 
se altera en el núcleo. En los vertebrados, este proceso es bastante raro 
y comprende la desaminación de una única base en la idol del 
mRNA, dando como resultado un cambio en el aminotado espect 
ficado por el correspondiente codón y la producción de una proteína 
funcionalmente diferente (véase la Fig. 8-19). 


8.3 Transporte del mRNA a través de la envoltura 
nuclear 


Los mRNA totalmente procesados en el núcleo peraniecón unidos 
a las proteínas AnRNP en los complejos denominados como ENE 
nucleares. Antes de que un mRNA pueda ser traducido a la proteína 
que codifica, debe ser transportado fuera del núcleo al citoplasma. La 


envoltura nuclear es una membrana doble que separa el núcleo del 
citoplasma (véase la Fig. 9-32). Al igual que la membrana plasmática 
alrededor de las células, cada membrana nuclear consiste en una bicapa 
fosfolipídica impermeable al agua y con múltiples proteínas asociadas. 
Los mRNP y otras macromoléculas, incluyendo los tRNA y las subuni- 
dades ribosómicas, atraviesan la envoltura nuclear a través de los poros 
nucleares. Esta sección se centrará en la exportación de los mRNP a 
través del poro nuclear y los mecanismos que permiten algún nivel de 
regulación de este paso. El trasporte de otras cargas a través del poro 
nuclear se analiza en el Capítulo 13. 


Las macromoléculas entran y salen del núcleo 
a través de los complejos del poro nuclear 


Los complejos del poro nuclear (CPN) son estructuras simétricas, gran- 
des, compuestas de múltiples copias de aproximadamente 30 proteínas 
diferentes llamadas nucleoporinas. Embebidas en la envoltura nuclear, 
los CPN tienen forma cilíndrica con un diámetro de — 30 nm (Fig. 
8-20a). Una clase especial de nucleoporinas, llamadas nucleoporinas FG, 
alinean el canal central a través del CPN. Las nucleoporinas FG forman 
una barrera semipermeable la cual permite que pequeñas moléculas se 
difundan libremente, pero restringe el paso de moléculas grandes. El 
dominio globular de la nucleoporina FG ancla la proteína en la matriz 
NPC. A partir de estos anclajes, segmentos largos de enrollamientos al 
azar se extienden dentro del canal. Estas extensiones están compuestas 
por secuencias de aminoácidos hidrófilos separados por repeticiones FG 
hidrófobas, secuencias cortas ricas en fenilalanina (F) y glicina (G) hidró- 
fobas. Estos dominios de repeticiones FG integran una nube de cadenas 
polipeptídicas en el canal central y se extienden hacia el nucleoplasma y 
el citoplasma, limitando efectivamente la difusión libre de las macromo- 
léculas a través del canal. El agua, los iones, los metabolitos y las pequeñas 
proteínas globulares de hasta — 40-60 kDa pueden difundir a través de la 
nube de dominios con repeticiones FG. Sin embargo, los dominios FG 
en el canal central forman una barrera que restringe la difusión de las 
macromoléculas más grandes entre el citoplasma y el núcleo. 

Las proteínas y las RNP más grandes de - 40-60 kDa deben ser 
transportadas de manera selectiva a través de la envoltura nuclear, con 
la asistencia de proteínas transportadoras solubles que se unen a ellas 
y también interactúan de manera reversible con las repeticiones FG de 
las nucleoporinas FG. Como consecuencia de estas interacciones rever- 
sibles con los dominios FG, el transportador y su carga establemente 
unida pueden pasar de dominio FG en dominio FG, permitiendo que 
ambos difundan a favor del gradiente de concentración desde el núcleo 
hasta el citoplasma. 

Los mRNP son transportados a través de los CPN mediante los ex- 
portadores de mRNP, un heterodímero que consiste en una subunidad 
grande, llamada factor de exportación nuclear 1 (NXF1) y una subuni- 
dad pequeña, el transportador de exportación nuclear 1 (NXT1) (Fig. 
8-20b). El NXF1 se une a los mRNP nucleares a través de asociaciones 
tanto con RNA como con otras proteínas en el complejo mRNP. Uno 
de los más importantes de estos es el REF (factor de exportación de 
RNA), un componente de los complejos exón-unión analizados ante- 
riormente, que se une a aproximadamente 20 nucleótidos en la direc- 
ción 5” de la unión exón-exón (véase la Fig. 8-21). El exportador de 
mRNP NXFl1/NXTI1 también se asocia con las proteínas SR unidas a 
los potenciadores del corte y empalme exónicos. Por lo tanto, las pro- 
teínas SR asociadas con los exones funcionan en dirigir tanto el corte 
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FIGURA 8-20 Modelo del paso del transportador a través del complejo 
del poro nuclear (NPC). (2) Diagrama para la estructura del NPC. La envoltura 
nuclear formada por bicapas lipídicas se representa en verde. Las proteínas 
transmembranas representadas en rojo forman un anillo luminal, alrededor del 
cual se pliega la membrana para constituir las membranas nucleares interna y 
externa. Los dominios transmembranas de estas proteínas están conectados a 
los dominios globulares en el interior del poro al cual se unen otras nucleopo- 
rinas, formando la estructura central. Los dominios globulares de las nucleopo- 
rinas FG se muestran en púrpura. Los dominios FG de las nucleoporinas FG 


y empalme de los pre-mRNA, como en la exportación de los mRNA 
completamente procesados a través de los CPN al citoplasma. Los 
mRNP probablemente se unen a lo largo de sus longitudes mediante 
los exportadores de mRNP NXF1/NXTI, los cuales interactúan con los 
dominios FG de las nucleoporinas FG para facilitar la exportación de 
los mRNP a través del canal central del CPN (Fig. 8-20b). 


Núcleo 


FIGURA 8-21 Remodelación de los mRNP du- 
rante la exportación nuclear. Algunas proteínas 
mRNP (rectángulos) se disocian de los complejos 
mRNP nucleares antes de ser exportadas a través de 
los NPC. Algunas (ovales) son exportadas a través del 
NCP asociados con el mRNP pero se disocian en el 
citoplasma y son transportadas de vuelta al núcleo a 
través de un NPC. En el citoplasma, el factor de inicia- 
ción de la traducción elF4E reemplaza a CBC unido a 
la caperuza 5” y PABPI reemplaza a PABPII. 
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(b) Citosol 
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Membrana nuclear 
externa 


REF, otras Membrana 
proteínas nuclear interna 


adaptadoras 


Núcleo 


(formas de gusanos en color tostado) tienen una conformación aleatoria 
extendida, que forma una nube molecular de polipéptido aleatorio que se 
mueve continuamente. (b) Los transportadores nucleares (NXF1/NXT1) tienen 


regiones hidrófobas sobre sus superficies que se unen de manera reversible a 
los dominios FG en las nucleoporinas FG. Como consecuencia, ellos pueden 
penetrar la nube molecular en el canal central del NPC y difundirse hacia 
adentro y hacia afuera del núcleo. (Adaptado de D. Grúnwald, R. H. Singer y M. Rout, 2011, 


Nature 475:333.,) 


Los filamentos proteicos se extienden desde el centro hacia el nu- 
cleoplasma formando una “cesta nuclear” (véase la Fig. 8-20a). Los 
filamentos proteicos también se extienden hacia el citoplasma. Estos 
filamentos asisten en la exportación de mRNP. Gle2, una proteína 
adaptadora que se une reversiblemente a NXF1 y a una nucleoporina 
en la cesta nuclear, trae a los mRNP nucleares hacia el poro en prepara- 


PABPI PABPI 


ción para la exportación. Una nucleoporina en los filamentos citoplas- 
máticos del CPN se une a una RNA helicasa (Dbp5), que funciona en 
la disociación de NXF1/NXT1 y otras proteínas hnRNP del mRNP a 
medida que alcanza el citoplasma. 

En un proceso llamado remodelación del mRNP, las proteínas aso- 
ciadas con un mRNA en el complejo mRNP nuclear están intercam- 
biadas por un grupo diferente de proteínas, a medida que el mRNP es 
transportado a través del CPN (Fig. 8-21). Algunas proteínas mRNP 
se disocian temprano en el transporte, permaneciendo en el núcleo 
hasta unir otro pre-mRNA naciente recién sintetizado. Otras proteí- 
nas mRNP nucleares permanecen con el complejo mRNP al tiempo 
que atraviesan el poro y por lo tanto, no se disocian del mRNP hasta 
que el complejo alcanza el citoplasma. Las proteínas en esta categoría 
incluyen el exportador de mRNP NXF1/NXTI, el complejo de unión 
a la caperuza unido a la caperuza 5” y la PABPII unida a la cola de 
poli(A). Ellos se disocian del mRNP en el lado citoplasmático del 
CPN a través de la acción de la RNA helicasa Dbp5 que se asocia 
con los filamentos citoplasmáticos del CPN, como se describió antes. 
Estas proteínas luego son importadas de regreso al núcleo, como se 
analizó para otras proteínas nucleares en el Capítulo 13, donde pue- 
den funcionar en la exportación de otro mRNP. En el citoplasma, el 
factor de iniciación de la traducción de unión a la caperuza elF4E 
reemplaza al CPN unido a la caperuza 5” de los mRNP (Fig. 4-24). 
En los vertebrados, la proteína de unión a poli(A) nuclear PABPII es 
reemplazada con la proteína de unión a poli(A) citoplasmática PAB- 
PI (también denominada así debido a que fue descubierta antes que 
PABPII). Solo una PABP se encuentra en las levaduras en gemación, 
tanto en el núcleo como en el citoplasma. 


Proteína SR de levadura Estudios de S. cerevisiae indican que la di- 
rección de exportación de mRNP del núcleo al citoplasma está con- 
trolada por la fosforilación y desfosforilación de las proteínas adap- 
tadoras mRNP, como la REF que asiste en la unión del exportador 
NXE1/NXT1 a los mRNP. En un caso, una proteína de levadura SR 
(Npl3) funciona como una proteína adaptadora que promueve la 
unión del exportador de levadura mRNP (Fig. 8-22). La proteína SR 
inicialmente se une al pre-mRNA en sus formas fosforiladas. Cuando 
el corte 3” y la poliadenilación se han completado, la proteína adap- 
tadora es desfosforilada por una proteína fosfatasa nuclear específica 
esencial para la exportación de mRNFP. Solo la proteína adaptadora 
desfosforilada puede unirse al exportador mRNP, acoplando así la ex- 
portación mRNP a la poliadenilación correcta. Esta es una forma de 


“control de calidad” del mRNA. Si el mRNP naciente no está correc- 
es reconocido por la fosfatasa que desfosforila 


no es unido por el exportador mRNA y no es 


exportado desde el núcleo. En su lugar es degradado por el exosoma, 
el complejo multiproteína que degrada los RNA desprotegidos en el 
núcleo y en el citoplasma (véase la Fig. 8-1). 

Después de la exportación al citoplasma, la protelta SR Npl3 es 
fosforilada por una proteincinasa citoplasmática específica. Esto causa 
su disociación del mRNP, junto con el exportador mRNP. De esta for- 
ma, la desfosforilación de las proteínas adaptadoras mRNP en el núcleo 
una vez que se ha completado el procesamiento del RNA y sus fosfo- 
rilaciones y la disociación resultante en el citoplasma, producen una 
de complejos mRNP-exportador de mRNP en el 
núcleo, donde se forman y una menor concentración de estos comple- 
jos en el citoplasma, donde se disocian. Como resultado, la dirección 
de la exportación de mRNP puede ser impulsada por difusión simple 


tamente procesado, no 
Npl3. En consecuencia, 


mayor concentración 


a favor de un gradiente de concentración del transporte competente 
del complejo exportador de mRNP-mRNP a través del CPN, desde el 
núcleo (donde la concentración es más elevada) hasta el citoplasma 


(donde es más baja). 


Exportación nuclear de los mRNP de los anillos de Balbiani Las 


glándulas salivales del insecto Chironomous tentans proporcionan un 


buen sistema modelo para los estudios de microscopia electrónica de 


la formación de los hnRNP y sus exportaciones a través de los CPN. 
En esta larva, los genes en los grandes engrosamientos cromosómicos 
(llamados anillos de Balbiani) se transcriben de manera abundante 
a pre-mRNA nacientes que se asocian con proteínas hnRNP y son 
procesados a mRNP enrolladas con un mRNA final de longitud - 75 
kb (Figs. 8-23a, b). Estos mRNA gigantes codifican grandes proteínas 
adherentes que fijan la larva en desarrollo a una hoja. Después del 
procesamiento del pre-mRNA en los ÁnRNP de los anillos de Balbia- 
ni, los mRNP resultantes se mueven a través de los poros nucleares 
hasta el citoplasma. Las microfotografías electrónicas de las seccio- 
nes de estas células muestran que los mRNP parecen desenrollarse 
durante su paso a través de los poros nucleares y luego se unen a los 
ribosomas, a medida que entran en el citoplasma. Este desenrolla- 
miento probablemente sea una consecuencia de la remodelación de 
los mRNP, como resultado de la fosforilación de las proteínas mRNP 
por las cinasas citoplasmáticas y la acción de la RNA helicasa asocia- 
da con los filamentos citoplasmáticos del CPN, según se analizó en 
la sección anterior. La observación de que los mRNP se asocian con 
los ribosomas durante el transporte indica que el extremo 5” se abre 
camino a través del complejo del poro nuclear. Estudios detallados 
por microscopia electrónica acerca del transporte de los mRNP del 
anillo de Balbiani a través de los complejos del poro nuclear, condujo 
al modelo que se describe en la Figura 8-23c. 


Los pre-mRNA en los espliceosomas no son 
exportados desde el núcleo 


Es muy importante que solo los mRNA maduros totalmente proce- 
sados sean exportados desde el núcleo, debido a que la traducción de 
los pre-mRNA incompletamente procesados contiene intrones que po- 
drían producir proteínas defectuosas, las cuales pueden interferir con 
el funcionamiento de la célula. Para evitar esto, alos pre-mRNA asocia- 
dos con los snRNP en los espliceosomas se les suele impedir que sean 
transportados al citoplasma. 

En un tipo de experimento que demuestra esta restricción, un gen 
que codifica un pre-mRNA con un único intrón que normalmente es 
eliminado se mutó para introducirle desviaciones de las secuencias de 
consenso del sitio de corte y empalme. La mutación de cualquiera de 
las bases invariantes de los sitios de corte y empalme 5' y 3” en los extre- 
mos del intrón, da como resultado que los pre-mRNA son unidos por 
las snuRNP para formar los espliceosomas; sin embargo, se bloqueó el 
proceso de corte y empalme y los pre-mRNA se retuvieron en el núcleo. 
Por el contrario, las mutaciones de ambos sitios de corte y empalme 5” y 
3” en el mismo pre-mRNA dio como resultado la exportación del pre- 
mRNA no procesado, aunque menos eficientemente que para el mRNA 
cortado. Cuando ambos sitios de corte y empalme están mutados, los 
pre-mRNA no se unen de manera eficiente a las snmRNP y por consi- 
guiente, no se bloquea su exportación. 

Estudios recientes en levadura, demostraron que una proteína nu- 
clear que se asocia con una nucleoporina en la cesta nuclear del CPN 
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FIGURA 8-22 Fosforilación reversible y dirección de la exportación 
nuclear de mRNP. Paso il: la proteína SR de levadura Npl3 se une a los pre- 
MRNA nacientes en su forma fosforilada. Paso EX cuando la poliadenilación se 
produjo de forma exitosa, la fosfatasa nuclear Glc7 esencial para la exportación 
del mANP desfosforila a Npl3, promoviendo la unión del exportador mRNP 

de levadura, NXF1/NXT1. Paso EJ: el exportador mRNP permite la difusión del 
complejo mRNP a través del canal central del complejo del poro nuclear (NPC). 


es necesaria para retener los pre-mRNA asociados a las snRNP en el 
núcleo. Si se elimina esta proteína o la nucleoporina a la cual se une, se 
exportan los pre-mRNA sin procesar. 


Muchos casos de talasemia, una enfermedad hereditaria que es 

el resultado de concentraciones anormalmente bajas de pro- 
teínas de globinas, se deben a mutaciones en los sitios de corte y 
empalme del gen de globina las cuales disminuyen la eficiencia de 
dicho proceso de corte y empalme, pero no evitan la asociación del 
pre-mRNA con las snRNP. Los pre-mRNA de globina sin procesar 
son retenidos en los núcleos de los reticulocitos y degradados rápi- 
damente.M 
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Paso EJ: la proteincinasa citoplasmática Sky1 fosforila a NpI3 en el citoplasma, 
causando B la disociación del exportador de mRNP y Npl3 fosforilado, proba- 
blemente a través de la acción de una RNA helicasa asociada con los filamen- 
tos citoplasmáticos NPC. B El transportador de mRNA y el NpI3 fosforilado son 
llevados de regreso al núcleo a través de los NPC. E El mRNA transportado está 
disponible para la traducción en el citoplasma. (De E. Izaurralde, 2004, Nat. Struct Mol Bo! 
11:210-212, Véase W. Gilbert y C. Guthrie, 2004, Mol. Cell 13:201-212,) 


La proteína Rev regula el transporte de los mRNA 
virales no procesados 


Como se analizó anteriormente, el transporte de los mRNP contenien 

do los mRNA funcionales y maduros desde el núcleo hasta el citoplas” 
ma comprenden un mecanismo complejo, el cual es crítico pará la ex 
presión génica (véanse las Figs. 8-21, 8-22 y 8-23). La regulación deesté 
transporte teóricamente podría proporcionar otro significado del con” 
trol génico, aunque parece ser relativamente raro. En efecto, los único* 
ejemplos conocidos de exportación de mRNA regulado se produce” 
durante la respuesta celular a las condiciones (p. ej., choque térmico 

que causan la desnaturalización de proteínas, o durante la infección 


y 


-(b) 


(c) Envoltura nuclear 
AS 


Nucleoplasma 


mRNP 


viral cuando las alteraciones inducidas por el virus en el transporte nu- 
clear maximizan la replicación viral. Aquí describiremos la regulación 
de la exportación del mRNP mediada por una proteína codificada por 
el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV). 

Un retrovirus (HIV), integra una copia de DNA de su genoma RNA 
en el DNA de la célula huésped (véase la Fig. 4-49). El DNA viral inte- 
grado (o provirus) contiene una única unidad de transcripción, que es 
transcrita a un único transcrito primario mediante la RNA polimerasa 
celular 11. El transcrito HIV puede ser cortado y empalmado en formas 
alternativas para dar tres clases de mRNA: un mRNA no procesado de 
- 9-kb; mRNA de — 4 kb formados por eliminación aca intrón; y 
mRNA de - 2 kb formados por eliminación de dos o más Atrones (Fig. 
8-24). Después de sus síntesis en el núcleo de la célula huésped, las tres 
clases de mRNA del HIV son transportadas hasta el citoplasma y tra- 
ducidas a proteínas virales; alguno de los RNA sin procesar de 9 kb se 
usa como genoma viral en los viriones progenie que se desprenden por 


emación desde la superficie celular. o 
Puesto que los mRNA del HIV de 9 kb y de 4 kb contienen sitios 


ueden ser vistos como mRNA procesados de ma- 
nera incompleta. Como se analizó anteriormente, la asociación de tales 
mRNA incompletamente procesados con las snRNP en los esplicao- 
somas normalmente bloquean sus exportaciones desde el núcleo. Así 
el HIV, al igual que otros retrovirus, debe tener algunos mecanismos 


de corte y empalme, P 


FIGURA 8-23 Formación de las partículas de ribonucleoproteína hete- 
rogénea (hnRNP) y exportación de los mRNP desde del núcleo. 

(a) Modelo de un lazo de transcripción de cromatina y ensamblado del mRNP 
anillo del Balbiani en Chironomous tentans. Los transcritos de RNA nacientes 
producidos a partir del DNA molde rápidamente se asocian con proteínas, 
formando las hnRNP. El incremento gradual en tamaño de las hnRNP refleja la 
longitud creciente de los transcritos de RNA a distancias mayores desde el sitio 
de inicio de la transcripción. El modelo se reconstruyó a partir de microfoto- 
grafías electrónicas de cortes Íinos seriados de células de glándulas salivales. 
(b) Diagrama esquemático de la biogénesis de las ANRNP. Siguiendo con el 
procesamiento del pre-mRNA, la partícula de ribonucleoproteína resultante 

es denominada como mRNP. (c) Modelo para el transporte de los mRNP BR 

a través del complejo del poro nuclear (NPC) sobre la base de estudios de 
microscopia electrónica. Nótese que los mRNP curvados parecen desenrollarse 
a medida que pasan a través de los poros nucleares. A medida que el mRNA 
entra al citoplasma, rápidamente se asocia con los ribosomas, indicando que el 
extremo 5' pasa a través del primer NPC. (Parte [a] de C. Ericson y cols, 1989, Cell 56:631; 
cortesía de B. Daneholt. Partes [b] y [c] adaptado de B. Daneholt, 1997, Cell 88:585. Véase también B. 
Daneholt, 2001, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 98:7012) 


para superar este bloqueo, permitiendo la exportación de los mRNA 
virales más largos. Algunos retrovirus han desarrollado una secuencia 
denominada elemento de transporte constitutivo (CTE), la cual se une al 
exportador mRNP NXF1/NXT1 con mayor afinidad, permitiendo así 
la exportación del RNA retroviral sin procesar al citoplasma. El HIV 
resolvió el problema de manera diferente. 

Estudios con mutantes HIV demostraron que el transporte desde 
el núcleo hasta el citoplasma de los mRNA virales no procesados de 9 
kb, así como del procesado una vez de 4 kb, requiere la proteína Rev 
codificada por el virus. Experimentos bioquímicos posteriores demos- 
traron que Rev se une a elementos de respuesta Rev (RRE) presentes en 
el RNA del HIV. En las células infectadas con mutantes de HIV que ca- 
recen del RRE, los mRNA virales sin procesar y los procesados una vez 
permanecen en el núcleo, demostrando que el RRE es necesario para la 
estimulación mediada por Rev del exportador nuclear. Al comienzo de 
una infección antes de que se sintetice la proteína Rev, solo se pueden 
exportar los mRNA de 2 kb con múltiples cortes y empalmes. Uno de 
estos mRNA de 2 kb codifica para Rev, el cual contiene una señal de 
exportación nuclear rica en leucina que interactúa con el transportador 
Exportina 1. Como se analizará en el Capítulo 13, la traducción y la im- 
portación nuclear de Rev da como resultado la exportación del mRNA 
del HIV más largo sin procesar y de los procesados una vez, a través del 
complejo del poro nuclear. 
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FIGURA 8-24 Transporte de los mRNA HIV desde el núcleo hasta el 
citoplasma. El genoma HIV, que contiene diversas regiones codificadoras, se 
transcribe a un único transcrito primario de 9 kb. Diversos mRNA - 4 kb resultan 
a partir del corte y eliminación de cualquiera de los variados intrones (líneas 
discontinuas) y diversos mRNA - 2 kb del corte y eliminación de dos o más 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 8.3 


Transporte del mRNA a través 
de la envoltura nuclear 


* La mayoría de los mRNP son exportados desde el núcleo por un ex- 
portador mRNP heterodimérico que interactúa con las repeticiones FG 
de las nucleoporinas FG (véase la Fig. 8-20). La dirección de transporte 
(núcleo —> citoplasma) puede resultar en la disociación del complejo 
exportador-mRNP en el citoplasma, a través de la fosforilación de las 
proteínas mRNP mediante cinasas citoplasmáticas y la acción de una 
RNA helicasa asociada con los filamentos citoplasmáticos de los com- 
plejos del poro nuclear. 


* El exportador mRNP se une a la mayoría de los mRNA de forma coo- 
perativa con las proteínas SR unidas a los exones y con REF asociada 
a los complejos de unión-exón, los cuales se ligan a los mRNA a con- 
tinuación del corte y empalme del RNA, así como se une a proteínas 
mRNP adicionales. 


* Los pre-mRNA unidos por un espliceosoma normalmente no son ex- 
portados desde el núcleo, asegurando que solo los mRNA funcionales 
completamente procesados alcancen el citoplasma para su traducción. 


8.4 Mecanismos citoplasmáticos de control 
postranscripcional 


Antes de avanzar, repasemos rápidamente los pasos en la expresión gé- 
nica en los cuales se ejerce control. En los capítulos anteriores vimos 
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Nucleoplasma E* 


mRNA citoplasmáticos 


————> O Proteína Rev 
2 kb Traducción 


Citoplasma 


intrones alternativos. Después del transporte al citoplasma, las distintas especies 
de RNA son traducidas a diferentes proteínas virales. La proteína Rev, codificada 
por un mRNA de 2 kb, interactúa con el elemento de respuesta a Rev (RRE) en 
los mRNA no procesados y procesados una sola vez, estimulando sus transpor- 
tes al citoplasma. [Adaptado de B. R. Cullen y M. H. Malim, 1991, Trends Biochem. Sci. 16:346] 


que la regulación de la iniciación de la transcripción y la elongación de 
la traducción en la región proximal al promotor, son los mecanismos 
iniciales para el control de la expresión génica en la vía de la expresión 
génica DNA > RNA > proteína. En las secciones anteriores de este 
capítulo, aprendimos que la expresión de las isoformas de proteína está 
controlada por la regulación del corte y empalme alternativo del RNA 
y la escisión y poliadenilación de los sitios de poli(A) alternativos. Aun- 
que la exportación nuclear de los mRNP total y correctamente proce- 
sados al citoplasma en raras ocasiones está regulada, se evita la exporta- 
ción de los pre-mRNP procesados inadecuadamente o remodelados de 
manera aberrante, y tales transcritos anómalos son degradados por el 
exosoma. Sin embargo los retrovirus, incluyendo al HIV, han desarro- 
llado mecanismos que permiten que los pre-mRNA que retienen sitios 
de corte y empalme sean exportados y traducidos. 

En esta sección se considerarán otros mecanismos de control pos- 
transcripcional para regular la expresión de algunos genes. La mayo- 
ría de estos mecanismos funcionan en el citoplasma, controlando la 
estabilidad o la localización del mRNA o su traducción en proteína. 
Comenzamos con el análisis de dos mecanismos de control génico re- 
lacionados, recientemente descubiertos, los cuales proporcionan nue- 
vas técnicas poderosas para la manipulación de la expresión de genes 
específicos para propósitos terapéuticos y experimentales. Estos mecá- 
nismos están controlados por los RNA de una hélice, cortos, de = 2? 
nucleótidos, llamados micro-RNA (miRNA) y RNA de interferencia 
o inhibidor pequeño (siRNA). Ambos forman apareamiento de bases 
con los mRNA diana específicos, ya sea inhibiendo sus traducciones 
(miRNA) o causando sus degradaciones (siRNA). Los seres humanos 
expresan — 500 miRNA. La mayoría de estos se expresan en tipos celu- 
lares específicos en momentos particulares durante la embriogénesis Y 
después del nacimiento. Muchos miRNA se pueden dirigir a más de UN 


(a) miRNA —= inhibición de la traducción 


IA 
RNA diana 
a 
GA 
5'-UCCCUGAGA —G 


A did 
3 -UCCAGGGACUCAACCAACACUCAA- 5' 
miRNA /in-4 y mRNA lin-14 (C. elegans) 


DO DONNA COOO EN 
3" GCCACAAUCGAAACACUUUU 


miRNA CXCR4 y mRNA diana (H. sapiens) 


FIGURA 8-25 El apareamiento de bases con los RNA dianas distingue a 
los miRNA y los siRNA. (a) Los miRNA se hibridan de manera imperfecta con 
sus mRNA diana, reprimiendo la traducción del mRNA. Los nucleótidos 2 a 7 de 
un miRNA (resaltado en celeste) son los más importantes para seleccionar un 


mRNA. En consecuencia, estos mecanismos recientemente descubier- 
tos contribuyen significativamente a la regulación de la expresión gé- 
nica. Los siRNA, involucrados en el proceso llamado interferencia por 
RNA, también son defensas celulares importantes contra la infección 
viral y la excesiva transposición por parte de los transposones. 


Los micro-RNA reprimen la traducción de mRNA 
específicos 


Los micro-RNA (miRNA) se descubrieron por primera vez durante 
el análisis de mutaciones en los genes lin-4 y let-7 del nematodo E 
elegans, que influye en el desarrollo del organismo. La clonación y el 


análisis de lin-4 y let-7 de tipo silvestre revelaron que ellos no codifican 


productos proteicos, sino más bien RNA de solo 21 y 22 nucleótidos 
de longitud, respectivamente. Los RNA se hibridan a las regiones 3 
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del let-7 se produce en momentos comparables durante la embriogéne 


¡metría bilateral. 
sis de todos los animales cOn 5 
La regulación de la traducción de miRNA parece estar ampliamente 


diseminada en todas las plantas y animales multicelulares. En los e 
timos años se han aislado, clonado y secuenciado RNA apra 
20-26 nucleótidos, de varios tejidos de múltiples organismos E se 
Estimaciones recientes sugieren que la expresión de un tercio 
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mRNA específico. (b) El siRNA se hibrida perfectamente con su mRNA diana, 
causando un corte del mRNA en la posición indicada por la flecha roja, desenca- 
denando su rápida degradación. (Adaptado de P.D. Zamore y B. Haley, 2005, Science 309:1519, 


los genes humanos está regulada por — 500 miRNA humanos aislados 
de varios tejidos. El potencial de regulación de múltiples mRNA por un 
miRNA es formidable, debido a que el apareamiento de bases entre el 
miRNA y la secuencia en los extremos 3” de los mRNA que ellos regulan 
no necesita ser perfecta (Fig. 8-25). En efecto, la considerable experi- 
mentación con miRNA sintéticos demostró que la complementariedad 
entre seis o siete nucleótidos de un miRNA y su región 3” no traducida 
del mRNA diana son cruciales para la selección de un mRNA diana. 

La mayoría de los miRNA son procesados a partir de los tran- 
scritos de la RNA polimerasa II de varios cientos a miles de nucleó- 
tidos de longitud, llamados pri-miRNA (por transcrito primario) 
(Fig. 8-26). Los pri-miRNA pueden contener la secuencia de uno o 
más miRNA. Los miRNA también son procesados a partir de algu- 
nos intrones escindidos y a partir de las regiones 3 no traducidas de 
algunos pre-mRNA. Dentro, estos transcritos largos tienen secuen- 
cias que se pliegan en estructuras con forma de horquilla de = 70 
nucleótidos de longitud, con apareamientos de bases imperfectos en 
el tallo. Una RNasa nuclear específica para RNA doble hebra llamada 
Drosha, actúa con una proteína de unión a RNA doble hebra llamada 
DGCRE8 en los seres humanos (Pasha en Drosophila), y corta y elimi- 
na la región del bucle del precursor de RNA generando un pre-miR- 
NA. Los pre-miRNA son reconocidos y unidos por un transportador 
nuclear específico, Exportina 5, que interactúa con los dominios FG 
de las nucleoporinas, permitiendo que el complejo difunda a través 
del canal interior del complejo de poro nuclear, como se describió 
antes (véanse la Fig. 8-20 y el Cap. 13). Una vez en el citoplasma, una 
RNasa específica de RNA doble hebra llamada Dicer actúa con una 
proteína de unión a RNA doble hebra citoplasmática llamada TRBP 
en los seres humanos (por proteína de unión a Tar; denominada Lo- 
guacious en Drosophila), para procesar aún más al pre-miRNA en 
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FIGURA 8-26 Procesamiento del miRNA. Este diagrama muestra la trans- 
cripción y procesamiento del miR-1-1 miRNA. El transcrito primario de 
miRNA (pri-miRNA) es transcrito por la RNA polimerasa Il. La endorribonucleasa 
nuclear Drosha, específica de RNA doble hebra, con su compañera la proteína 
DGCR8 de unión a RNA doble hebra (Pasha en Drosophila), realiza los cortes 
iniciales en el pri-miRNA, generando un pre-miRNA de - 70 nucleótidos que es 
exportado al citoplasma por el transportador nuclear Exportina 5. El pre-miRNA 
es posteriormente procesado aún más en el citoplasma a un miRNA doble he- 
bra con un extremo 3” de una hélice de 2 bases, en conjunción con la proteína 
de unión a RNA doble hélice TRBP (Loquatious en Drosophila). Finalmente, una 
de las dos hebras es incorporada al complejo RISC, donde se une a la proteína 
Argonauta. (Adaptado de P. D. Zamore y B. Haley, 2005, Science 309:1519.) 
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un miRNA doble hebra. El miRNA doble hebra tiene una longitug 
aproximada a dos vueltas de una hélice de RNA de la forma A, 7 
hebras de 21-23 nucleótidos de largo y dos nucleótidos 3" desapa. 
reados en cada extremo. Finalmente, S€ selecciona una de las do, 
hebras para ensamblarla en un complejo silenciador inducido Por 
RNA (RISC), el cual contiene un miRNA maduro de una hélice bl 
do mediante una proteína Argonauta multidominio, un Miembro de 
una familia de proteínas con una secuencia conservada FeCOnOcible 
Diversas proteínas Argonautas S€ expresan en algunos Organismos, 
en especial en plantas y Se encuentran en distintos complejos RISC 


con diferentes funciones. 
Los complejos miRNA- 
diante apareamiento de bases e 


nauta y a zonas complementarias a e O ER 
UTR) de los mRNA diana (véase la Fig. 8-25). La inhibición de la tra. 


ducción del mRNA diana requiere la unión ar dos o más complejos 
RISC para distinguir las regiones complementarias en la región 3"UTR 
del mRNA diana. Se ha sugerido que esto puede permitir la regula. 
ción combinatoria de la traducción del mRNA mediante la regulación 
separada de la transcripción de dos O más pri-miRNA diferentes, los 
cuales son procesados a los miRNA requeridos en la combinación para 
suprimir la traducción de un mRNA diana específico. 

La unión de diversos complejos RISC a un mRNA inhibe la inicia- 
ción de la traducción mediante un mecanismo que se está analizando 
en la actualidad. La unión de los complejos RISC causa la unión de los 
mRNP para asociarse con dominios citoplasmáticos densos, muchas 
veces del tamaño de un ribosoma, llamados cuerpos de procesamiento 
del RNA citoplasmático o simplemente cuerpos P. Los cuerpos P, que 
se describirán con mayor detalle a continuación, son sitios de degra- 
dación del RNA que no contienen ribosomas o factores de traducción, 
lo cual podría explicar la inhibición de la traducción. La asociación 
con los cuerpos P también puede explicar por qué la expresión de un 
miRNA suele disminuir la estabilidad de un mRNA diana. 

Como se mencionó anteriormente, se han observado aproximada- 
mente — 500 miRNA humanos diferentes, muchos de ellos expresados 
solo en tipos celulares específicos. La determinación de la función de 
estos miRNA es en la actualidad un área de investigación muy activa. 
En un ejemplo, un miRNA específico llamado miR-133 es inducido 
cuando los mioblastos se diferencian a células musculares. El miR-133 
elimina la traducción de PTB, un factor de corte y empalme regulador 
que funciona de modo similar a Sxl en Drosophila (véase la Fig. 8-16). 
El PTB se une a la región del sitio de corte y empalme 3” en los pre- 
mRNA de muchos genes, llevando a la omisión del exón o a utilizar 
sitios de corte y empalme 3” alternativos. Cuando miR-133 se expresa 
en los mioblastos en proceso de diferenciación, la concentración de 
PTB disminuye sin reducir de modo significativo la concentración del 
mRNA de PTB. Como resultado, se expresan isoformas alternativas de 
múltiples proteínas importantes para la función de la célula muscula! 
en las células diferenciadas. 

Se están descubriendo otros ejemplos de regulación de miRNA en 
diversos organismos a un ritmo rápido. La inactivación (noqueo de 
genes) del gen dicer elimina la generación de miRNA en los mamíferos 
Esto causa la muerte embrionaria temprana en el desarrollo del ratón. 
Sin embargo, cuando dicer se elimina en los primordios de las extrem!” 
dades, se puede observar la influencia del miRNA en el desarrollo de 
las extremidades no esenciales (Fig. 8-27). Aunque los principales tipos 
de células se diferencian y los aspectos fundamentales del patrón de e 
extremidades se mantienen, el desarrollo es anormal, lo cual demu*” 
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FIGURA EXPERIMENTAL 8-27 Función del miRNA en el 
miembros. Las microfotografías comparan el miembro normal (izquierda) y el 

silenciamiento de Dicer (derecha) de embriones murinos de 13 días de pete - 
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| ES lo en estas células 
(véase la Fig. 5- 2). (De B. D. Harfe y Cols., 2005, Proc. Nat 'l. Acad. Sci USA 102:10898,) 


desarrollo de los 


tra la importancia de los miRNA en la regulación adecuada del nivel 
de traducción de múltiples mRNA. De los — 500 miRNA humanos, el 
53% parece ser Único de los primates. Parece probable que los nuevos 
miRNA surgieron rápidamente durante la evolución por duplicación 
de un gen pri-mRNA, seguido por la mutación de bases que codificaba 
el miRNA maduro. Los miRNA son particularmente abundantes en las 
plantas: ¡se han caracterizado más de 1,5 millones de miRNA diferentes 
en Arabidopsis thaliana! 


La interferencia por RNA induce la degradación de 
los mRNA perfectamente complementarios 


La interferencia de RNA (RNAIi) se descubrió de manera inesperada 
durante intentos de manipular experimentalmente la expresión de 
genes específicos. Los investigadores trataron de inhibir la expresión 
de un gen en C. elegans mediante microinyección de un RNA com- 
plementario de una hélice, que podría hibridarse al mRNA codificado 
y evitar su traducción, un método llamado inhibición antisentido. 
Pero en los experimentos control, el RNA doble hebra perfectamente 
apareado unos pocos cientos de pares de bases de longitud, fue mu- 


cho más eficaz en la inhibición de la expresión del gen que la hebra 
antisentido sola (véase la Fig. 5-45). En las plantas se observó similar 
inhibición de la expresión génica por un RNA doble hebra introduci- 
do. En cada caso, el RNA doble hebra indujo la degradación de todos 
los RNA celulares, conteniendo una secuencia que fue exactamente la 
misma que una de las hebras de la doble hebra de RNA. Debido a a 
especificidad de la interferencia de RNA en los mRNA diana para la 
destrucción, esta se ha tornado una herramienta experimental para el 
1 ión génica. 
da lados bioquímicos con extractos de embriones de 
Drosophila, mostraron que un RNA doble hebra largo que media la 
nicialmente procesado a un RNA de interferencia 
(siRNA). Estas hebras en el siRNA contienen 22-23 
re sí, de manera tal que las dos bases en 


interferencia es 1 
corto doble hebra 
nucleótidos hibridados ent 


el extremo 3” de cada hebra son hélice sencilla. Estudios posteriores 
revelaron que la ribonucleasa específica de RNA doble hebra cito- 
plasmática que corta el RNA doble hebra largo en siRNA, es la mis- 
ma enzima Dicer involucrada en el procesamiento de los pre-miRNA 
después de sus exportaciones del núcleo al citoplasma (véase la Fig. 
8-26). Este hallazgo llevó a descubrir que la interferencia de RNA y 
la represión de la traducción mediada por miRNA son procesos re- 
lacionados. En ambos casos, el RNA simple hebra corto maduro, ya 
sea siRNA maduro o miRNA maduro, está ensamblado en complejos 
RISC en los cuales los RNA cortos están unidos a una proteína Argo- 
nauta. Lo que distingue a un complejo RISC que contiene un siRNA 
de uno que contiene un miRNA, es que el siRNA forma apareamien- 
tos de bases más extensos con sus RNA diana e induce su escisión, 
mientras que un complejo RISC asociado con un miRNA reconoce 
su diana a través del apareamiento imperfecto y da como resultado la 
inhibición de la traducción. 

La proteína Argonauta es responsable del corte del RNA diana; un 
dominio de la proteína Argonauta es homóloga a las enzimas RNasa H 
que degradan el RNA de un híbrido de RNA-DNA (véase la Fig. 6-14). 
Cuando el extremo 5” del RNA corto de un complejo RISC se aparea 
precisamente con un mRNA diana a una distancia de una vuelta de 
una hélice de RNA (10-12 pares de bases), este dominio de Argonauta 
corta el enlace fosfodiéster del RNA diana a través de los nucleótidos 10 
y 11 del siRNA (véase la Fig. 8-25). Los RNA cortados son liberados y 
posteriormente degradados por exosomas citoplasmáticos y exorribo- 
nucleasas 5”. Si el apareamiento de bases no es perfecto, el dominio Ar- 
gonauta no corta o libera el mRNA diana. En efecto, si varios complejos 
RISC-miRNA se asocian con un mRNA diana, se inhibe su traducción 
y el mRNA se asocia con los cuerpos P, donde como se mencionó antes, 
es probable que sea degradado por un mecanismo más lento y diferente 
que la vía de degradación iniciada por la escisión de RISC de un RNA 
diana perfectamente complementario. 

Cuando el RNA doble hebra es introducido en el citoplasma de 
células eucariontes, entra a la vía para el ensamblado de los siRNA en 
un complejo RISC debido a que es reconocido por la enzima citoplas- 
mática Dicer y la proteína de unión al RNA doble hebra TRBP (véase 
la Fig. 8-26). Este proceso de interferencia de RNA se cree que es una 
defensa celular ancestral contra ciertos virus y elementos genéticos 
móviles, tanto en plantas como en animales. Las plantas con mutacio- 
nes en los genes que codifican las proteínas Dicer y RISC exhiben sen- 
sibilidad incrementada a la infección por virus RNA y movimiento 
aumentado de transposones dentro de sus genomas. Se cree que los 
intermediarios de RNA de doble hélice generados durante la replica- 
ción de los virus de RNA son reconocidos por las ribonucleasas Dicer, 
induciendo una respuesta RNAi que en última instancia degrada los 
mRNA virales. Durante la transposición, los transposones se insertan 
dentro de genes celulares en una orientación aleatoria y sus transcrip- 
ciones a partir de diferentes promotores producen los RNA comple- 
mentarios que se pueden hibridar entre sí, iniciando el sistema RNAÍ 
que luego interfiere con la expresión de las proteínas transposónicas 
necesarias para las transposiciones adicionales. 

En las plantas y en C. elegans la respuesta por RNAi se puede 
inducir en todas las células del organismo mediante introducción 
de RNA doble hebra en solo unas pocas células. Tal inducción que 
abarca todo el organismo requiere la producción de una proteína 
que es homóloga a la RNA replicasa de los virus de RNA. Se ha reve- 
lado que los siRNA doble hebra son replicados y luego transferidos a 
otras células en estos organismos. En las plantas, la transferencia de 
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SIRNA podría ocurrir a través de los plasmodesmos, las conexiones 
citoplasmáticas entre las células vegetales que atraviesan las paredes 
celulares entre ellas (véase la Fig. 20-38). La inducción en todo el 
organismo de la interferencia de RNA no ocurre en Drosophila o en 
mamíferos, presumiblemente debido a que sus genomas no codifi- 
can homólogos de RNA replicasa. 

En las células de mamífero, la introducción de las moléculas dú- 
plex RNA-RNA largas en el citoplasma da como resultado la inhi- 
bición generalizada de la síntesis de proteína a través de la vía PKR, 
analizada más adelante. Esto limita en gran medida el uso de los RNA 
doble hebra largos para inducir experimentalmente una respuesta 
RNAI¡ contra un mRNA diana específico. Afortunadamente, los in- 
vestigadores descubrieron que una hebra de los siRNA doble hebra 
de 21-23 nucleótidos de longitud con regiones de dos bases de hélice 
sencilla en 3” lleva a la generación de complejos RISC siRNA, sin in- 
ducir la inhibición generalizada de síntesis de proteína. Esto ha per- 
mitido a los investigadores el uso de los siRNA doble hebra sintéticos 
para “inactivar” la expresión de genes específicos en las células huma- 
nas, así como también en otros mamíferos. Este método de silencia- 
miento génico por siRNA ahora es ampliamente usado en estudios 
de diversos procesos, incluyendo la vía RNAIi en sí misma. 


La poliadenilación citoplasmática estimula 
la traducción de algunos mRNA 


Además de la represión de la traducción por parte de los miRNA, otros 
controles de traducción mediados por proteína ayudan a regular la 
expresión de algunos genes. Las secuencias reguladoras (o elementos) 
en los mRNA que interactúan con proteínas específicas para controlar 
la traducción, generalmente están presentes en la región no traducida 
(UTR) en el extremo 3” o 5” de un mRNA. Aquí se analiza un tipo de 
control de traducción mediado por proteína que involucra los elemen- 
tos reguladores 3”. Más adelante se analiza un mecanismo diferente que 
involucra proteínas de unión al RNA, las cuales interactúan con los 
elementos reguladores 5”. 

La traducción de muchos mRNA eucariontes está regulada por 
proteínas de unión a RNA específicos de secuencia, que se unen de ma- 
nera cooperativa a sitios vecinos en las UTR 3”. Esto les permite fun- 
cionar de modo combinatorio, similar a la unión cooperativa de los 
factores de transcripción a sitios reguladores en una región promotora. 
En la mayoría de los casos estudiados, la traducción es reprimida por 
una unión proteica a los elementos regulatorios 3” y la regulación se 
produce a partir de la desrepresión en el momento o lugar adecuado 
en una célula o embrión en desarrollo. El mecanismo de tal represión 
se comprende mejor para los mRNA que deben sufrir poliadenilación 
citoplasmática antes de que puedan ser traducidos. 

La poliadenilación citoplasmática es un aspecto crucial de la 
expresión génica en el embrión temprano de animales. Las células 
huevo (ovocitos) de los animales multicelulares contienen muchos 
mRNA, que codifican numerosas proteínas diferentes las cuales no se 
traducen después de que el óvulo es fecundado por un espermatozoi- 
de. Algunos de estos mRNA “almacenados” tienen una cola de poli(A) 
corta, que tiene sólo — 20-40 residuos de A, a la cual se pueden unir 
apenas una pocas moléculas de proteínas de unión poli (A) (PABPI. 
Como se analizó en el Capítulo 4, múltiples moléculas de PABPI que 
se unen a la larga cola de poli(A) de un mRNA interactúan con el 
factor de iniciación elF4G, el cual es necesario para la iniciación de 
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la traducción (véase la Fig. 4-24). Debido a que esta estabilización no 
se puede producir con los mRNA que tienen colas de poli(A) Cortas, 
tales mRNA almacenados en los ovocitos no se traducen eficiente. 
mente. En el momento adecuado, durante la maduración del OVOCito 


o después de la fecundación de una célula huevo, generalmente en 


respuesta a una señal externa aproximadamente 150 residuos de A se 


añaden a las colas de poli(A) cortas en estos mRNA en el citoplasma, 
estimulando sus traducciones. | 

Los estudios con los mRNA almacenados en ovocitos de Xeny. 
pus han ayudado a elucidar el mecanismo de este tipo de contro] de 


traducción. Los experimentos en los cuales los mRNA con cola corta 


son inyectados en los ovocitos, han demostrado que dos secuencias 


en sus 3" UTR son necesarias para sus poliadenilaciones en el cito. 
plasma: la señal poli(A) AAUAAA que también es requerida para la 
poliadenilación nuclear de los pre-mRNA yea coplasde un 
elemento de poliadenilación citoplasmático rico en U en dirección 5”. 
Este elemento regulador se une a una proteína de unión a CPE (CPEB) 
altamente conservada que contiene un dominio RRM y un dominio 
dedo de cinc. 

De acuerdo al modelo actual, en ausencia de una señal estimu- 
ladora, CPEB se une al CPE rico en U e interactúa con la proteína 
Maskin, que a su vez se une al elF4E asociado con la caperuza 5' del 
mRNA (Fig. 8-28, izquierda). Como resultado, el elF4E no puede 
interactuar con otros factores de iniciación y con la subunidad ri- 
bosómica 405, por lo que se bloquea la iniciación de la traducción. 
Durante la maduración del ovocito se fosforila una serina CPEB es- 
pecífica, causando que Maskin se disocie del complejo. Esto permite 
que las formas citoplasmáticas del factor de especificidad de corte y 
poliadenilación (CPSF) y la poli(A) polimerasa se unan al mRNA de 
manera cooperativa con CPEB. Una vez que la poli(A) polimerasa ca- 
taliza la adición de los residuos de A, la PABPI se pueden unir a la cola 
de poli(A) alargada, llevando a la interacción estabilizada de todos 
los factores necesarios para iniciar la traducción (Fig. 8-28, derecha; 
véase la Fig. 4-24). En el caso de la maduración del ovocito de Xeno- 
pus, la proteincinasa que fosforila a CPEB es activada en respuesta 
a la hormona progesterona. Así, la sincronización de la traducción 
de los mRNA almacenados que codifican proteínas necesarias para la 
maduración del ovocito está regulada por esta señal externa. 

Es considerable la evidencia que indica que un mecanismo simi- 
lar de control de la traducción cumple una función en el aprendizaje 
y la memoria. En el sistema nervioso central, los axones de alrede- 
dor de miles de neuronas pueden hacer conexiones (sinapsis) con las 
dendritas de una única neurona postsináptica (Fig. 22-23). Cuando 
uno de estos axones está estimulado, la neurona postsináptica “re- 
cuerda” cuál de estas miles de sinapsis fue estimulada. La siguiente 
vez que la sinapsis es estimulada, la fuerza de la respuesta desen- 
cadenada en la célula postsináptica difiere de la primera vez. Se ha 
demostrado que este cambio en la respuesta resulta en gran parte 
de la activación de la traducción de los mRNA almacenados en la 
región de la sinapsis, llevando a la síntesis local de nuevas proteínas 
que incrementen de tamaño la sinapsis y alteren las características 
neurofisiológicas. El hallazgo de que CPEB está presente en las den- 
dritas neuronales ha conducido a la propuesta de que la poliadenila- 
ción citoplasmática estimula la traducción de los mRNA específicos 
en las dendritas, tanto como lo hacen en los ovocitos. En este Cas0> 
presumiblemente, la actividad sináptica (en lugar de una hormona) 
es la señal que induce la fosforilación de la CPEB y la subsiguiente 
activación de la traducción. 
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FIGURA 8-28 Modelo para el control de la poliadenilación citoplasmáti- 
ca y la iniciación de la traducción. (/zquierda) En los ovocitos inmaduros y 
mRNA que contienen el elemento de poliadenilación citoplasmático (CPE) rico 
en U tienen colas de poli(A) cortas. La proteína de unión a CPE (CPEB) media la 
represión de la traducción a través de las interacciones descritas, que evitan el 
ensamblaje de un complejo de iniciación en el extremo 5* del mRNA. (Derecha) 
La estimulación hormonal de los ovocitos activa a la proteína cinasa que fosfori- 
la a CPEB, causando la liberación de Maskin. El factor de especificidad de corte y 


La degradación de los mRNA en el citoplasma 
se produce por medio de diversos mecanismos 


La concentración de un mRNA es una función tanto de su velocidad 
de síntesis como de su velocidad de degradación. Por esta razón, 
si dos genes se transcriben a la misma velocidad, la concentración 
en estado estacionario del mRNA correspondiente que es más esta- 
ble será más elevada que la concentración del otro. La estabilidad 
de un mRNA también determina cuán rápidamente se puede de- 
tener la síntesis de la proteína codificada. Para un mRNA estable, 
la síntesis de la proteína codificada persiste largo tiempo despues 
de que la transcripción del gen se ha reprimido. La mayoria de los 
mRNA bacterianos ajustan la síntesis de las proteínas para acomo- 
dar cambios en el ambiente celular. La mayoría de las células en los 
res, por el otro lado, existen en un ambiente 
bastante constante y llevan a cabo un conjunto específico de a 
nes durante periodos de días a meses O incluso el tiempo de vida e 
las células nerviosas). Por consiguiente, 
riontes superiores tienen vidas 


organismos multicelula 


organismo (por ejemplos, 
la mayoría de los mRNA de los euca 
¡ horas. 
do at proteínas en las células eucariontes son E 
cesarias solo durante periodos cortos de tiempo y _. E 
en picos. Por ejemplo, como se analizó en la miro Queda n ma a 
lo, ciertas moléculas de señalización llamadas ENOGInAs, que est i 
itaria de los mamíferos, son sintetl 


Y en la respuesta inmunl 
poi a (véase el Capítulo 23). De manera 
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poliadenilación (CPSF) luego se une al sitio de poli(A), interactuando tanto con 
CPEB unida como con la forma citoplasmática de la poli(A) polimerasa (PAP). 
Después de que se ha alargado la cola de poli(A), se pueden unir múltiples 
copias de la proteína de unión a poli(A) citoplasmática | (PABPI) e interactúa 
con elF'4G, que funciona junto con otros factores de iniciación para unir la 


subunidad ribosómica 405 e iniciar la traducción (Adaptado de R. Méndez y J. D. Richter, 
2001, Nature Rev. Mol. Cell Biol. 2:521). 


Los mRNA citoplasmáticos son degradados por una de las tres vías 
que se muestran en la Fig. 8-29. La mayoría de los mRNA siguen la vía 
dependiente de desadenilación: la longitud de la cola de poli(A) disminuye 
gradualmente con el tiempo a través de la acción de una nucleasa desade- 
nilante. Cuando se ha acortado lo suficiente, las moléculas de PABPI no 
pueden unirse más y estabilizar la interacción de la caperuza 5”, así como 
los factores de iniciación de la traducción (véase la Fig. 4-24). La caperuza 
expuesta luego se elimina por una enzima específica (Dcp1/Dcp2 en S. 
cerevisiae) y el mRNA desprotegido es degradado por una exonucleasa 5 
5 3 (Xrnl en S. cerevisiae). La eliminación de la cola de poli(A) también 
torna a los mRNA susceptibles a la degradación por parte de los exosomas 
citoplasmáticos, que contienen exonucleasas 3" > 5”. Las exonucleasas 5' 
> 3' predominan en las levaduras y los exosomas 3" > 5” predominan en 
las células de mamíferos. Las enzimas que llevan a cabo la eliminación de 
la caperuza y las exonucleasas 5" > 3” están concentradas en los cuerpos 
P, las regiones del citoplasma de densidad inusualmente elevada. 

Algunos mRNA son degradados principalmente por una vía de 
eliminación de la caperuza independiente de la desadenilación (véase la 
Fig. 8-29). Esto se debe a que ciertas secuencias en el extremo 5” de un 
mRNA parecen tornar sensitiva la caperuza a la enzima que lleva a cabo 
su eliminación. Para estos mRNA, la velocidad a la cual se les elimina la 
caperuza controla la velocidad a la cual son degradados, debido a que 
una vez que se elimina el casquete 5” el RNA es rápidamente hidroliza- 
do por la exonucleasa 5” > 3”. 

La velocidad de la desadenilación del mRNA varía inversamente 
con la frecuencia de iniciación de la traducción para un mRNA: cuanto 
más alta es la frecuencia de iniciación de la traducción para un mRNA, 
más lenta es la velocidad de desadenilación. Esta relación probable- 
mente se debe a las interacciones recíprocas entre los factores de inicia- 
ción de la traducción unidos a la caperuza 5” y la PABPI unida a la cola 
poli(A). Para un mRNA que se traduce a una alta velocidad, los factores 
de iniciación están unidos a la caperuza gran parte del tiempo, estabili- 
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FIGURA 8-29 Vías para la degradación de los mRNA eucariontes. En 

las vías dependientes de la desadenilación (centro), la cola poli(A) es acortada 
progresivamente por una desadenilasa (anaranjado) hasta que alcanza una lon- 
gitud de 20 residuos A o menos, punto en el cual se desestabiliza la interacción 
con PABPI, llevando a interacciones debilitadas entre los factores de iniciación 
de la traducción y la caperuza 5”. El mRNA desadenilado luego puede (1) ser 
modificado para eliminarle la caperuza 5” y ser degradado por una exonucleasa 


zando la unión de PABPI y por ende protegiendo la cola de poli(A) de 
la desadenilación por exonucleasa. 

Muchos mRNA de vida corta en células de mamífero contienen 
múltiples copias a veces superpuestas de la secuencia AUUUA en sus 
regiones 3” no traducidas. Se han encontrado proteínas de unión al 
RNA específicas, que se unen tanto a estas secuencias 3” ricas en AU que 
interaccionan con una enzima desadenilante, como con el exosoma. 
Esto causa la desadenilación rápida y la posterior degradación 3" > 5' 
de estos mRNA. En este mecanismo, la velocidad de la degradación del 
mRNA está desacoplada de la frecuencia de traducción. Por ende, los 
mRNA que contienen la secuencia AUUUA pueden ser traducidos a 
una elevada frecuencia y también degradados rápidamente, permitien- 
do que las proteínas codificadas se expresen en ráfagas cortas. 

Como se mostró en la Figura 8-29, algunos mRNA son degradados 
por una vía endonucleolítica que no involucra la eliminación de la ca- 
peruza o la desadenilación significativa. Un ejemplo de este tipo de vía 
es la del RNA, analizada anteriormente (véase la Fig. 8-25). Cada com- 
plejo siRNA-RISC puede degradar miles de moléculas de RNA diana. 
Los fragmentos generados por escisión interna luego son degradados 
por exonucleasas. 


Cuerpos P Como se mencionó anteriormente, los cuerpos P son si- 
tios para la represión de la traducción de los mRNA unidos por los 
complejos miRNA-RISC. Ellos también son los principales sitios de 
la degradación del mRNA en el citoplasma. Estas regiones densas del 
citoplasma contienen la enzima que elimina la caperuza (Dcp1/Dcp2 
en levadura), los activadores de la eliminación de la caperuza (Dhh, 
Pat1, Lsm1-7 en levadura), la principal exonucleasa 5" > 3” (Xrn1), 
así como los mRNA densamente asociados. Los cuerpos P son estruc- 
turas dinámicas que crecen y se reducen en tamaño dependiendo de 
la velocidad a la cual se asocian los mRNP con ellos, la velocidad a la 
cual se degradan los mRNA y la velocidad a la cual los mRNP dejan los 
cuerpos P y reingresan al grupo de mRNP traducidos. Los mRNA cuyas 
traducciones se inhiben por apareamiento de bases imperfecto de los 
miRNA (Fig. 8-25) son los componentes principales de los cuerpos P. 
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5" > 3" 0 (2) ser degradado por una exonucleasa 3 > 5” en los exosomas 
citoplasmáticos. Algunos mRNA (derecha) son escindidos internamente por 
una exonucleasa y los fragmentos degradados por un exosoma. A otros mRNA 
(izquierda) se les elimina la caperuza 5' antes de que sean desadenilados y luego 
degradados por una exonucleasa 5 > 3”. [Adaptado de M. Tucker y R. Parker, 2000, Ann. Re, 
Biochem. 69:571.] 


La síntesis de proteína se puede 
regular de manera global 


Al igual que las proteínas involucradas en otros procesos, los factores de 
iniciación de la traducción y las proteínas ribosómicas se pueden regu- 
lar mediante modificaciones postraduccionales como la fosforilación. 
Tales mecanismos afectan la velocidad de traducción de la mayoría de 
los mRNA y por ende, la velocidad global de la síntesis de proteína. 


Vía TOR La vía TOR se descubrió a través de la investigación del meca- 
nismo de acción de la rapamicina, un antibiótico producido por una 
cepa de la bacteria Streptomyces, que es útil para la supresión de la res- 
puesta inmunitaria en los pacientes con trasplante de órganos. La TOR 
(target of rapamycin) se identificó mediante el aislamiento de mutantes 
de levadura resistentes a la inhibición del crecimiento celular por ra- 
pamicina. La TOR es una proteincinasa grande (- 2 400 residuos de 
aminoácidos) que regula diversos procesos celulares en las células de 
levadura, en respuesta al estado nutricional. En los eucariontes multi- 
celulares, la TOR de metazoos (mTOR) también responde a múltiples 
señales procedentes de las proteínas de señalización de la superficie ce- 
lular para coordinar el crecimiento celular con programas de desarro- 
llo, así como también el estado nutricional. 

En la Fig. 8-30 se resume la información actual de la vía mTOR. La 
mTOR en estado activo estimula la velocidad global de la síntesis de 
proteína mediante fosforilación de dos proteínas cruciales que regulan 
directamente la traducción; asimismo, también activa los factores de 
transcripción que controlan la expresión de componentes ribosómi- 
cos, de tRNA y factores de traducción, activando aún más la síntesis de 
proteína y el crecimiento celular. 

Recuérdese que el primer paso en la traducción de un mRNA €u- 
carionte es la unión del complejo de iniciación elF4 a la caperuza 5, 
a través de su subunidad de unión a cap elF4E (véase la Fig. 4-24). ES 
concentración de elF4E activa está regulada por una familia pequeña 
homóloga, proteínas de unión a el F4E (4E-BP), que inhibe la interacción 
de elF4E con las caperuzas 5” de los mRNA. Las 4E-BP son dianas di- 
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FIGURA 8-30 Vía mTOR. mTOR es una proteincinasa activa cuando está unida 
a un complejo de Rheb y un GTP(abajo a la izquierda). Por el contrario, mTOR es 
inactiva cuando está unida a un complejo Rheb asociado con GDP (abajo a la 
derecha). Cuando está activa, la proteína activadora de TSC1/TSC2 Rheb-GTPasa 
(Rheb-GAP) causa la hidrólisis del GTP unido a Rheb a GDFP, inactivando de esta 
manera a mTOR. El TSC1/TSC2 Rheb-GAP es activado (flechas) mediante fosfori- 
lación por una AMP cinasa (AMPK) cuando la carga de energía celular es baja y 
por otras respuestas al estrés celular. Las vías de transducción de señal activadas 
por los receptores de factores de crecimiento llevan a la fosforilación de sitios 
inactivantes en TSC1/TSC2, inhibiendo su actividad GAP En consecuencia, estos 
llevan una mayor fracción de Rheb celular en la conformación GTP que activa la 


rectas de mTOR. Cuando 4E-BP es fosforilada por mTOR libera elF4E, 
estimulando la iniciación de la traducción; mTOR también fosforila y 
activa otra proteíncinasa (S6K) que fosforila la proteína s6 de la subu- 
nidad ribosómica pequeña y probablemente sustratos adicionales, con- 
duciendo a un incremento adicional de la velocidad de síntesis proteica, 
La traducción de un subgrupo específico de mRNA que tienen 
una cadena de pirimidinas en las regiones 5' no traducidas (llama- 
do mRNA TOP por tramo de oligopirimidina), es estimulada E a 
modo particularmente fuerte por mTOR. Los MENA a codi 
can proteínas ribosomales y factores de elongación de la tra jucción; 
mTOR también activa al factor de transcripción de la RNA polimerasa 
l, TIF-1A, que estimula la traducción de un precursor de rRNA largo 
á oO 
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cripción de la RNA polimerasa III. La fosforilación de coje 1 provoca 
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RNA polimerasa III. Cuando la actividad de 
1 en el citoplasma es rápidamente desfosfori- 
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actividad proteincinasa de mTOR. La baja concentración de nutrientes también 
regula la actividad Rheb GTPasa, mediante un mecanismo que no requiere 
TSC1/TSC2. MTOR activa fosforila a 4E-BP, causando la liberación de elF4E, esti- 
mulando la iniciación de la traducción. También fosforila y activa a la cinasa S6 
(S6K), que a su vez fosforila a proteínas ribosómicas, estimulando la traducción. 
mTOR activada también activa factores de transcripción para la RNA polimerasa 
|, Ily lll, llevando a la síntesis y el ensamblaje de ribosomas, tRNA y factores de 
traducción. En ausencia de actividad mTOR, todos estos procesos se encuentran 
inhibidos. Por el contrario, mTOR activada inhibe la macroautofagia, que es 
estimulada en las células cuando mTOR está inactiva. (Adaptado de S. Wullschleger et al, 
2006, Cell .124:471,) 


lado e importado al núcleo donde reprime la transcripción de la RNA 
polimerasa III. 

Además, mTOR activa dos activadores de la RNA polimerasa Il 
que estimulan la transcripción de genes de proteínas ribosómicas y 
factores de traducción. Finalmente, mTOR estimula el procesamiento 
del precursor de rRNA (Sección 8.5). Como consecuencia de la fosfo- 
rilación de estos diversos sustratos de mTOR se incrementa en gran 
medida la síntesis y el ensamblaje de los ribosomas, así como también 
la síntesis de factores de traducción y de los tRNA. Alternativamente, 
cuando la actividad cinasa de mTOR está inhibida, estos sustratos se 
desfosforilan, disminuyendo mucho la velocidad de síntesis proteica 
y la producción de ribosomas, los factores de traducción, y los tRNA, 
interrumpiendo el crecimiento celular. 

La actividad de mTOR está regulada por una proteína G mono- 
mérica pequeña de la familia de proteínas Ras llamada Rheb. Al igual 
que otras proteínas G pequeñas, Rheb está en su conformación activa 
cuando está unida a GTP. Rheb-GTP se une al complejo mTOR, esti- 
mulando la actividad cinasa de mTOR, probablemente al inducir un 
cambio de conformación en su dominio cinasa. Rheb a su vez está re- 
gulado por un heterodímero compuesto de las subunidades TSC1 y 
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TSC2, nombradas por estar involucradas en el síndrome clínico com- 
plejo de esclerosis tuberosa (del inglés tuberous sclerosis complex), 
como se analizó anteriormente. En la conformación activa, el hetero- 
dímero TSC1/TSC2 funciona como una proteína activadora GTPasa 
para Rheb (Rheb-GAP), causando la hidrólisis del GTP unido a Rheb 
a GDP. Esto convierte a Rheb a su conformación con GDP unida, que 
se une al complejo mTOR e inhibe su actividad cinasa. Finalmente, la 
actividad de TSC1/TSC2 Rheb-GAP está regulada por diversas señales, 
permitiendo a la célula integrarse en diferentes vías de señalización ce- 
lular para controlar la velocidad global de la síntesis proteica. La señali- 
zación a partir de los receptores de superficie de factores de crecimiento 
conduce a la fosforilación de TSC1/TSC2 en sitios inhibitorios, causan- 
do un incremento en Rheb-GTP y la activación de la actividad cinasa 
de mTOR. Este tipo de regulación a través de receptores de la superficie 
celular conecta el control del crecimiento celular con los procesos del 
desarrollo controlados por las interacciones célula-célula. 

La actividad de mTOR también es regulada en respuesta al estado 
nutricional. Cuando la energía de los nutrientes no es suficiente para el 
crecimiento, el descenso resultante en la relación de las concentracio- 
nes de ATP respecto de AMP es detectado por la AMP cinasa (AMPK). 
La AMP cinasa fosforila a TSC1/TSC2 en los sitios de activación, esti- 
mulando su actividad Rheb-GAP y en consecuencia inhibiendo la ac- 
tividad mTOR cinasa y la velocidad global de traducción. La hipoxia y 
otros estreses celulares también activan la Rheb-GAP del TSC1/TSC2. 
Finalmente, la concentración de nutrientes en el espacio extracelular 
también regula a Rheb, mediante un mecanismo desconocido que no 
requiere del complejo TSC1/TSC2. 

Además de regular la velocidad global de la síntesis de proteína 
celular y la producción de ribosomas, los tRNA y los factores de tra- 
ducción, mTOR regula al menos otro proceso involucrado en la res- 
puesta a las bajas concentraciones de nutrientes: la macroautofagia (o 
simplemente autofagia). Las células privadas de nutrientes degradan 

los constituyentes citoplasmáticos, incluyendo orgánulos enteros, para 
suministrar energía y precursores a los procesos celulares esenciales. 
Durante este proceso una estructura de membrana doble, grande, en- 
gulle una región del citoplasma para formar un autofagosoma, que lue- 
go se fusiona con un lisosoma donde las proteínas, los lípidos y otras 
macromoléculas atrapadas son degradados, completando el proceso de 
macroautofagia. mTOR activado inhibe la macroautofagia en las célu- 
las en crecimiento cuando los nutrientes son abundantes. La macroau- 
tofagia está estimulada cuando la actividad mTOR disminuye en las 
células privadas de nutrientes. 


Los genes que codifican los componentes de la vía mTOR están 
mutados en muchos cánceres humanos, dando como resultado 

en el crecimiento celular en la ausencia de señales de crecimiento 
normales. TSC1 y TSC2 (véase la Fig. 8-30) fueron inicialmente iden- 
tificados debido a que una u otra de las proteínas es mutante en un 
síndrome genético humano raro: el complejo de esclerosis tuberculo- 
sa. Los pacientes con este trastorno desarrollan tumores benignos en 
múltiples tejidos. La enfermedad resulta de la inactivación de TSC1 o 
TSC2 que elimina la actividad Rheb-GAP del heterodímero TSC1/ 
TSC2, dando como resultado la concentración desregulada y anor- 
malmente elevada de Rheb-GTP y la actividad desregulada y elevada 
resultante de mTOR. Las mutaciones en los componentes de las vías 
de transducción de señales a través de receptores de la superficie celu- 
lar que llevan a la inhibición de la actividad de Rheb-GAP del TSC1/ 
TSC2, también son comunes en los tumores humanos y contribuyen 
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al crecimiento celular y a la replicación en ausencia de señales Norma. 
les para el crecimiento y la proliferación. 

La actividad proteincinasa elevada de mTOR en los tumores de 
correlaciona con un pronóstico clínico desfavorable. En CONsecuencia 
en la actualidad se están evaluando inhibidores de mTOR en ensayos 
clínicos a fin de probar su eficacia para tratar cánceres en conjunción 
con otros modos de terapia. La rapamicina y “otros inhibidores de 
mTOR relacionados son supresores potentes de la respuesta inmuni- 
taria, debido a que inhiben la activación y la replicación de linfocitos 
tígenos extraños (Cap. 23). Diversos virus codifican 
R pronto después de la infección viral. La 
ante tiene una ventaja selectiva ob. 


T en respuesta a an 
proteínas que activan mTO 
estimulación de la traducción result 
via para estos parásitos celulares. Ml 


Cinasas elF2 Las cinasas también regulan la velocidad global de la sín. 
tesis de proteínas celulares. La Fig. 4-24 resume los pasos en la inicia. 
ción de la traducción. El factor de iniciación de la traducción elF2 trae 
el RNA iniciador cargado hasta el sitio P de la subunidad ribosómica 
pequeña; elF2 es una proteína G trimérica y en consecuencia existe 
en su conformación con un GTP unido o con un GDP unido. Solo la 
forma de elF2 con GTP unido es capaz de integrar el tRNA iniciador 
cargado y asociarse con la subunidad ribosómica pequeña. La subu- 
nidad pequeña con el factor de iniciación unido y el tRNA iniciador 
cargado, luego interactúa con el complejo elF4 unido a la caperuza 5' 
de un mRNA a través de su subunidad elF4E. A continuación la su- 
bunidad ribosómica pequeña se mueve rastreando en la dirección 3' 
del mRNA en busca del codón de iniciación AUG, que puede formar 
apareamiento de bases con el tRNA iniciador en su sitio P. Cuando 
esto ocurre, el GTP unido por elF2 es hidrolizado a GDP y se libera el 
complejo elF2-GDP resultante. La hidrólisis GTP da como resultado un 
paso de “corrección de prueba” irreversible, que prepara la subunidad 
ribosómica pequeña para asociarse con la subunidad grande solo cuan- 
do un tRNA iniciador es adecuadamente unido al sitio P y se aparea de 
manera correcta con el codón de inicio AUG. Antes de que elF2 pueda 
participar en otro ciclo de iniciación, su GDP unido debe ser reempla- 
zado con GTP. Este proceso está catalizado por el factor de iniciación de 
la traducción elF2B, un factor de intercambio de nucleótido de guanina 
(GEF) específico para elF?2. 

Un mecanismo para la inhibición de la síntesis proteica en general 
de las células estresadas involucra la fosforilación de la subunidad 0. 
de elF2 en una serina específica. La fosforilación en este sitio no inter- 
fiere con la función elF2 en la síntesis de proteína directamente. En su 
lugar, el elF2 fosforilado tiene una muy alta afinidad para el factor de 
intercambio de nucleótido guanina elF2, elF2B, que no puede liberar 
el elF2 fosforilado y en consecuencia está bloqueado para cataliza! el 
intercambio de GTP de factores adicionales elF2. Puesto que existe UN 
exceso de elF2 respecto de elE2B, la fosforilación de una fracción de 
elF2 da como resultado la inhibición de todo el elF2B celular. El resto 
de elF2 se acumula en su forma de GDP unido, que no puede participa" 
en la síntesis proteica, inhibiendo así casi toda la síntesis de protein? 
celular. Sin embargo, algunos mRNA tienen regiones 5” que permiten 
la iniciación de la traducción a la concentración de elF2-GTP, que '*” 
sulta de la fosforilación de elF2. Estos mRNA incluyen aquellos pará 
proteínas chaperonas que funcionan para volver a plegar las proteínas 
celulares desnaturalizadas como resultado del estrés celular, proteínas 
adicionales que ayudan a la célula a lidiar con el estrés y los factores de 
transcripción que activan la transcripción de los genes que codifican las 
proteínas inducidas por estrés. 


Las células humanas contienen cuatro cinasas elF2 que fosforilan la 
misma serina de inhibitoria elF2Qt. Cada una de estas está regulada por 
un tipo diferente de estrés celular, inhibiendo la síntesis de proteína y 
permitiendo a las células repartir la gran fracción de recursos celulares 
usualmente utilizados para la síntesis de proteína en las células en cre- 
cimiento, para que sean usados en responder al estrés. 

La cinasa GCN2 elF2 (control general no desreprimible 2) es acti- 
vada por la unión de los tRNA sin carga. La concentración de los tRNA 
sin carga aumenta cuando las células están privadas de aminoácidos, 
activando la actividad cinasa de GCN2 elF2 e inhibiendo en gran me- 
dida la síntesis de proteína. 

La PEK (cinasa pancreática elF2) se activa cuando las proteínas trans- 
locadas al interior del retículo endoplasmático (RE) no se pliegan ade- 
cuadamente, debido a anomalías en el ambiente del interior del RE. Los 
inductores, incluyendo concentraciones elevadas de hidratos de carbono 
debido a que estos inhiben la glucosilación de muchas proteínas del RE y 
las mutaciones inactivantes en una chaperona del RE, son necesarias para 
el adecuado plegamiento de muchas proteínas del RE (Caps. 13 y 14). 

El inhibidor hemirregulado (HRI) es activado en los eritrocitos en 
desarrollo cuando el suministro del grupo prostético hemo es dema- 
siado bajo para acomodar la velocidad de la síntesis de la proteína glo- 
bina. Este ciclo de retroalimentación negativa disminuye la velocidad 
de síntesis de la proteína globina hasta que coincida con la velocidad 
de síntesis del grupo hemo. HRI también se activa en otros tipos de 
células en respuesta al estrés oxidativo o al choque térmico. 

Finalmente, la proteincinasa activada por RNA (PKR) es activa- 

da por los RNA doble hebra más largos que — 30 pares de bases. En 
circunstancias normales en las células de mamífero, tales RNA doble 
hebra solo se producen durante una infección viral. Largas regiones de 
RNA doble hebra se generan en los intermediarios de replicación de 
virus de RNA o a partir de la hibridación de regiones complementa- 
rias de RNA, que se transcriben a partir de ambas hebras de los geno- 
mas de virus de DNA. La inhibición de la síntesis de proteína evita la 
producción de progenie de viriones, protegiendo células vecinas de la 
infección. De manera interesante, los adenovirus desarrollaron una de- 
fensa contra la PKR: ellos expresan cantidades prodigiosas de un RNA 
asociado al virus (VA) de — 160 nucleótidos con regiones doble hebra 
largas en horquillas. VA RNA es transcrito por la RNA polimerasa III 
y exportado desde el núcleo por la exportina 5, la exportina para los 
pre-mRNA (véase la Fig. 8-27). El VA RNA se une a la PKR con afinidad 
elevada, inhibiendo su actividad proteincinasa y evitando la inhibición 
de la síntesis de proteína observada en las células infectadas con un 
adenovirus mutante a partir del cual se eliminó el gen VA. 


Las proteínas de unión al RNA de secuencia 
específica controlan la traducción del mRNA 


específico 


En contraste a la regulación global del mRNA, los mecanismos también 
han evolucionado para controlar la traducción de ciertos mena, Esto 
lo suelen realizar proteínas de unión a RNA de secuencia específica que 
se unen a una secuencia particular o estructura de RNA en el mRNA. 
Cuando la unión es en la región 5' no traducida (5 UTR) de un mRNA, 
se bloquea la capacidad de un ribosoma de realizar una búsqueda para 
detectar el primer codón de iniciación, inhibiendo la iniciación de la 
traducción. La unión en otras regiones puede promover o inhibir la 


degradación del mRNA. 


El control de la concentración de hierro intracelular por parte de 
la proteína de unión a elementos de respuesta al hierro (IRE-BP) es un 
ejemplo sofisticado de una única proteína que regula la traducción de 
un mRNA y la degradación de otro. La regulación precisa de la concen- 
tración del hierro celular es crucial para la célula. Múltiples enzimas 
y proteínas contienen Fe?* como cofactor, tales como las enzimas del 
ciclo de Krebs (véase la Fig. 12-10) y las proteínas de transporte de 
electrones involucradas en la generación de ATP en las mitocondrias y 
cloroplastos (Cap. 12). Por el otro lado, el exceso de Fe?* genera radica- 
les libres que reaccionan con las macromoléculas celulares y las dañan. 
Cuando los almacenamientos de hierro intracelular son bajos, funcio- 
na un sistema de control dual para incrementar las concentraciones de 
hierro celular; si hay hierro en exceso, el sistema funciona para evitar la 
acumulación de niveles tóxicos de iones hierro libres. 

Un componente en este sistema es la regulación de la producción 
de ferritina, una proteína de unión a hierro intracelular que se une y al- 
macena el exceso de hierro celular. La región 5” no traducida de mRNA 
ferritina contiene elementos de respuesta al hierro (IRE) que tienen 
una estructura de tallo y bucle. La proteína de unión a IRE (IRE-BP) 
reconoce cinco bases específicas en el bucle IRE y en la naturaleza dú- 
plex del tallo. A concentraciones bajas de hierro, la IRE-BP se encuen- 
tra en su conformación activa que se une a las IRE (Fig. 8-31a). La 
unión de IRE-BP bloquea la subunidad pequeña del ribosoma para el 
codón de inicio AUG (véase la Fig. 4-24), inhibiendo así la iniciación 
de la traducción. La disminución resultante en la ferritina significa que 
hay menos hierro formando complejo con la ferritina y por ende, se 
encuentra más hierro disponible para las enzimas que lo requieren. 
A concentraciones elevadas de hierro, la IRE-BP se encuentra en una 
conformación inactiva que no se une a los IRE 5”, por lo tanto puede 
proceder la iniciación de la traducción. Las ferritinas recién sintetiza- 
das luego se unen a los iones hierro libre, evitando su acumulación 
hasta concentraciones perjudiciales. 

La otra parte de este sistema regulador controla la importación del 
hierro al interior de las células. En los vertebrados, la ingesta de hierro 
es transportada a través del sistema circulatorio unido a una proteína 
denominada transferrina. Después de la unión al receptor de transferri- 
na (TfR) en la membrana plasmática, el complejo transferrina-hierro 
es introducido al interior de las células mediante endocitosis mediada 
por receptor (Cap. 14). La región 3” no traducida del mRNA TfR con- 
tiene IRE cuyos tallos tienen secuencias desestabilizadoras ricas en AU 
(Fig. 8-31b). A concentraciones elevadas de hierro, cuando la IRE-BP 
está en la conformación inactiva, no unida, estas secuencias ricas en AU 
promueven la degradación del mRNA TfR por el mismo mecanismo 
que lleva a la rápida degradación de otros mRNA de vida corta, como 
se describió anteriormente. La disminución resultante en la produc- 
ción del receptor transferrina rápidamente reduce la importación de 
hierro, protegiendo así a la célula del exceso de hierro. A concentracio- 
nes de hierro bajas, sin embargo, IRE-BP puede unirse a los IRE 3' en 
el mRNA de TfR. La IRE-BP unida bloquea el reconocimiento de las 
secuencias desestabilizadoras ricas en AU mediante las proteínas que de 
otra manera podrían degradar rápidamente los mRNA. Como resulta- 
do, se incrementa la producción del receptor transferrina y se lleva más 
hierro al interior de la célula. 

Otras proteínas de unión al RNA reguladas también pueden actuar 
en el control de la traducción o la degradación del mRNA, al igual que 
la IRE-BP de doble acción. Por ejemplo, una proteína de unión al RNA 
sensible al hemo controla la traducción del mRNA que codifica la ami- 
nolevulinato sintasa (ALA), una enzima clave en la síntesis del hemo. 
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FIGURA 8-31 Regulación dependiente de hierro de la traducción y 
degradación de mRNA. La proteína de unión a los elementos de respuesta al 
hierro (IRE-BP) controla (a) la traducción de mRNA ferritina y (b) la degradación 
de mRNA del receptor de transferrina (TfR). Una concentración de hierro intrace- 
lular baja IRE-BP se une a los elementos de respuesta a hierro (IRE) en la región 
50 3' no traducida de estos mRNA. A altas concentraciones de hierro, IRE-BP 
sufre un cambio en la conformación y no puede unir los mRNA. El control dual 
por parte de ¡RE-BP regula precisamente la concentración de iones de hierro 
libre dentro de las células. Véase el texto para Mayor detalle. 


De manera similar, estudios in vitro han demostrado que el mRNA que 
codifica la proteína de la leche caseína está estabilizada por la hormona 
prolactina y rápidamente se degrada en su ausencia. 


Mecanismos de vigilancia evitan la traducción 
de los mRNA procesados inadecuadamente 


La traducción de un mRNA procesado de manera inadecuada podría 
llevar a la producción de una proteína anormal, que interfiere con la 
función normal del gen. Este efecto es equivalente al que resulta de 
las mutaciones dominantes negativas, analizadas en el Capítulo 5 (Fig. 
5-44). Diversos mecanismos colectivamente denominados vigilancia 
del mRNA ayudan a la célula a evitar la traducción de las moléculas 
de mRNA procesadas de manera inadecuada. Previamente se mencio- 
naron dos de tales mecanismos de vigilancia: el reconocimiento de los 
pre-mRNA procesados inadecuadamente en el núcleo y sus degrada- 
ciones por el exosoma, y la restricción general contra la exportación 
nuclear de los pre-mRNA procesados de forma incompleta que perma- 
necen asociados con un espliceosoma. 
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Otro mecanismo llamado degradación mediada por mutaciones y; 
sentido causa la degradación de los mRNA, en los cuales uno o e 
exones han sido cortados y empalmados de manera incorrecta. Ta] lo 
cesamiento incorrecto suele alterar el marco abierto de lectura de . 
región 3” de la unión exón inadecuada, dando como resultado la de 
troducción de una mutación con sentido alterado fuera de marco 
un codón de terminación incorrecto. Para casi todos los mRNA e 
dos correctamente, el codón de terminación está en el exón final. Esta 
degradación mediada por mutaciones sin sentido da como resultado 
la rápida degradación de los mRNA con los codones de terminación, 
que se producen antes de la última unión cortada y empalmada en q] 
mRNA puesto que en la mayoría de los casos, tales mRNA surgen por 
errores en el proceso de corte y empalme del RNA. Sin embargo, la 
degradación mediada por mutaciones sin sentido también tiene lugar 
a partir de una mutación que crea un codón de terminación dentro de 
un gen o una deleción O inserción con corrimiento del marco de lectu- 
ra. Este mecanismo de degradación se descubrió inicialmente durante 


el estudio de pacientes con talasemia P?, quienes producen una concen- 


tración baja de proteína globina asociada con una concentración baja 


de mRNA PB-globina (Fig. 8-32a, b). 

Una búsqueda de posibles señales moleculares que podrían indi- 
car las posiciones de las uniones empalmadas en un mRNA procesado, 
llevó al descubrimiento de los complejos de unión de exones. Como 
ya se mencionó, estos complejos de diversas proteínas (incluyendo 
Y 14, Magoh, elF4IIIA, UPE?, UPF3 y REF), unen — 20 nucleótidos 5'a 
una unión exón-exón a continuación del proceso de corte y empalme 
del RNA (Fig. 8-32c), estimulando la exportación de los mRNP des- 
de el núcleo mediante interacción con el mRNA exportador (véase la 
Fig. 8-21). El análisis de mutantes de levadura indicó que una de las 
proteínas en los complejos de unión de exones (UPF3) funciona en 
la degradación mediada por mutaciones sin sentido. En el citoplas- 
ma, este componente de complejos de unión de exones interactúa con 
una proteína (UPF1) y una proteincinasa (SMG1) que fosforila UPFI, 
causando que el mRNA se asocie con los cuerpos P, reprimiendo la 
traducción del mRNA. Una proteína adicional (UPF2) asociada con el 
complejo mRNP, se une a un cuerpo P asociado con la desanilasa que 
rápidamente elimina la cola de poli(A) de un mRNA asociado, llevando 
a la rápida eliminación de la caperuza 5” y a la degradación del cuerpo 
P asociado a la exonucleasa 5 > 3 (véase la Fig. 8-29). En el caso de 
los mRNA adecuadamente procesados, el complejo unión-exón se aso- 
cia con el complejo de unión a la caperuza nuclear (CBP80, CBP20) a 
medida que el mRNP es transportado a través de un complejo del poro 
nuclear, protegiendo así al mRNA de la degradación. Se cree que los 
complejos de unión de exones son desprendidos del mRNA al pasar 
por el primer ribosoma “pionero” para traducir el mRNA. Sin embar- 
go, para los mRNA con un codón de terminación antes de la unión de 
los exones finales, uno o más complejos de unión de exones permanect 
asociado con el mRNA, dando como resultado la degradación mediada 
por mutaciones sin sentido (Fig. 8-32). 


Localización de los mRNA que permiten la 
producción de proteínas en regiones especificas 
dentro del citoplasma 
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FIGURA 8-32 Descubrimiento de la degradación del mRNA mediada por 
mutaciones sin sentido. (a) Los pacientes con talasemia po expresan muy 
bajas concentraciones de mRNA B-globina. Una causa común de este trastorno 
es una deleción de un único par de bases en el exón 1 o en el exón 2 del gen 
de la B-globina. Los ribosomas que traducen el mRNA mutante leen fuera me 
marco de lectura a continuación de la deleción y se encuentran con un codón 
de terminación erróneo en el marco abierto de lectura antes de que traduzcan 
la última unión de exón en el mRNA. En consecuencia, no reemplazan un com- 
plejo exón-unión (EJC) del mRNA. Las proteínas a se na 
EJC e inducen degradación del mRNA. (D) Se obtuvo médu e a 
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Represión de la traducción y degradación del mRNA 


RNA B-globina usando un método de protección con nucleasa S1 (fecha). El pa- 
ciente con talasemia B' tenía mucho menos mRNA B-globina que el paciente 
con el gen B-globina de tipo silvestre (— Act D). El mRNA B-globina mutante se 
degrado rápidamente cuando se inhibió la transcripción (+ Act D), mientras que 
el mRNA de B-globina de tipo silvestre permaneció estable. (c) Un modelo ac- 
tual de NMD. PTC, el codón de terminación prematuro. Norm term, el codón de 
terminación normal. SURF, complejo de proteincinasa SMG1, UPF1 y los factores 
de terminación de la traducción eRF1 y eRF3. La formación del complejo SURF 
lleva a la fosforilación de UPF1 y a la asociación de fosfo-UPF1 con el complejo 
UPF2-UPF3 unido a cualquiera de los complejos de unión exón-exón que no 
fueron desplazados del mRNA por el primer ribosoma pionero en traducir el 
mensaje. Esto lleva a la asociación del mRNA que contiene PTC con cuerpos P, 
eliminando la cola de poli(A) y la degradación del mRNA. (Parte (b] de L E Maquat y 
cols,, 1981, Cell 27:543. Parte [c] adaptado de J, Hwang y cols, 2010, Mol. Cell 39:396) 


embriones de Drosophila reveló que el - 70% de los 3 000 mRNA ana- 
lizados se localizaron en regiones subcelulares específicas, elevando 
la posibilidad de que esto sea un fenómeno mucho más general de lo 
apreciado anteriormente. 


Localización de los mRNA en el brote en S. cerevisiae El ejemplo 
mejor comprendido acerca de la localización del mRNA se produce 
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FIGURA 8-33 Alternancia del tipo de apareamiento en células de leva- 
dura haploides. (a) La división por gemación forma una gran célula madre 
(M) y células hijas pequeñas (D), ambas de las cuales tienen el mismo tipo de 
apareamiento que la célula original (a. en este ejemplo). La célula madre puede 
alternar el tipo de apareamiento durante G1 del siguiente ciclo celular y luego 
se vuelve a dividir, produciendo células del tipo de apareamiento opuesto (a 
en este ejemplo). El cambio depende de la transcripción del gen HO, que se 
produce solo en ausencia de la proteína Ash1. Las células hijas más pequeñas, 
que producen la proteína Ash1, no pueden cambiar; después de crecer en 
tamaño en la interfase, se dividen para formar una célula madre y una célula 
hija. (b) Modelo para la restricción de la alternancia del tipo de apareamiento 
para las células madres en $. cerevisiae. La proteína Ash1 evita que una célula 
transcriba el gen HO cuya proteína codificada inicia el reordenamiento del 
DNA que produce la alternancia del tipo de apareamiento de aa 0 o de a 
aa. La alternancia se produce únicamente en la célula madre, después de 
que se separa de una célula hija que brotó recientemente, debido a que la 
proteina ASH] está presente solo en la célula hija. La base molecular para esta 
localización diferencial de Ash1 es el transporte unidireccional del mRNA de 
ASH] al brote. Una proteina conectora, She2, se une a secuencias específicas 
3' no traducidas en el mRNA de ASH] y también se une a la proteína She3. Esta 
proteína a su vez se une a un motor de miosina, Myo4, que se mueve a lo largo 
de los filamentos de actina hacia el interior del brote. (Véase S. Koon y B.J. Schnapp, 
2001, Curr. Biology 11:R166.] 


en las levaduras S. cerevisiae. Como se analizó en el Capítulo 7, el tipo 
de apareamiento a o O. que exhibe una célula de levadura haploide 
está determinado por los genes a o O. presentes en el locus MAT expre- 
sado en el cromosoma lll (véase la Fig. 7-33). El proceso que transfie- 
ren los genes a o OL desde el locus de tipo de apareamiento silencioso 
al locus MAT expresado, es iniciado por una endonucleasa específica 
de secuencia llamada HO. La transcripción del gen HO es dependien- 
te del complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF (véase el Cap. 
7, Sección 7.5). Las células de levadura hijas que surgen por gemación 
a partir de las células madre contienen un represor transcripcional 
llamado Ash1 (por Síntesis asimétrica de HO), el cual evita el reclu- 
tamiento del complejo SWI/SNF al gen HO, evitando por ende su 
transcripción. La ausencia de Ash1 de las células madre les permite 
transcribir el gen HO. Como consecuencia las células madre cambian 
sus tipos de apareamiento, mientras que las células hijas generadas 
por gemación no (Fig. 8-33a). 

La proteína Ash] se acumula solo en las células hijas debido a que 
el mRNA que la codifica se localiza en las células hijas. El proceso de 
localización requiere tres proteínas: She2 (por expresión de SWI de- 
pendiente de HO), una proteína de unión al RNA que se une concre- 
tamente a una señal de localización con una estructura de RNA espe- 
cífica en el mRNA ASH1; Myo4, una proteína motora de miosina que 
mueve carga sobre los filamentos de actina (véase el Cap. 17); y She3, 
que se une a She2 y por lo tanto el mRNA ASH1 a Myo4 (Fig. 8-33b). 
El mRNA ASH1 se transcribe en el núcleo de la célula madre antes de la 
mitosis. El movimiento de Myo4 con su mRNA ASHI unido a lo largo 
de los filamentos de actina que se extienden desde la célula madre al 
terior del brote, lleva el mRNA ASH! al interior del brote en creci- 
miento antes de la división celular. 


Se encontraron al menos otros 23 mRNA que son transportados 
por She2, She3, y el sistema Myo4. Todos tienen una señal de localiza- 
ción a la cual se une She2, en general en sus 3” UTR. El proceso se puede 
visualizar en las células vivas mediante el experimento que se muestra 
en la Figura 8-34. Los RNA se pueden marcar con fluorescencia al in- 


382 


CAPÍTULO 8 * Control génico postraduccional 


(a) 


GI Brote 
JN Prisión 
“() Os 


+ Ash1 


Sin transcripción de HO 
Sin alternancia 


- Ash1 
Transcripción de HO 
Alternancia 


cluir en sus secuencias sitios de unión de alta afinidad para las proteí- 
nas de unión a RNA, como la proteína MS2 de la cubierta proteica del 
bacteriófago y la proteína AN del bacteriófago que se une a diferentes 
tallos bucle de secuencia específica (Fig. 8-34a). Cuando tales mRNA 
genéticamente modificados son expresados en las células de levadura 
en gemación, junto a las proteínas del bacteriófago fusionadas con las 
proteínas que fluorescen en diferentes colores, las proteínas de fusión 
se unen a sus secuencias de RNA específicas marcando de esta manera 
con diferentes colores a los mRNA que las contienen. En el experimen- 
to mostrado en la Figura 8-34b, el mRNA ASH! se marcó por la unión 
de la proteína verde fluorescente fusionada a AN. Otro mRNA loca- 
lizado en el brote mediante este sistema, el IST2 mRNA que codifica 
un componente de la membrana del brote en crecimiento, se marcó 
mediante la unión de una proteína de color rojo fluorescente fusionada 
a la proteína de la cubierta MS2. El video de una célula en gemación 
demostró que los diferentes mRNA ASHI e IST2 se acumularon eN 
la misma partícula RNP citoplasmática grande, conteniendo múltiples 
mRNA en el citoplasma de la célula madre, como se puede ver a parti! 
de la combinación de las señales verde y rojo fluorescentes. La par tículo 


RNP luego fue transportada al interior del brote aproximadamente *N 
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FIGURA EXPERIMENTAL 8-34 Transporte de las partículas desde una 
célula madre al interior de un brote. (a) Se modificaron genéticamente 
células de levadura para que expresen mRNA ASH1 con sitios de unión para 
la proteína AN del bacteriófago en su región 5' no traducida y un mRNA I5T2 
con sitios de unión para la proteína MS2 de la cubierta del bacteriófago en su 
región 3" no traducida. También se expresó en las mismas células una fusión 
de proteína verde fluorescente con la proteína AN (GFP-AN) y una fusión de 
proteína roja fluorescente con la proteína de la cubierta MS2 (RFP-MS2). En 
otros experimentos, se demostró que estas proteínas de unión a secuencias 
específicas de RNA marcadas se unen a sus propios sitios de unión específicos, 
modificados genéticamente para los mRNA de ASH1 e IST2 y no a los sitios de 
unión de los demás. Ambas proteínas marcadas con fluorescencia también 
contenían una señal de localización nuclear, de manera tal que las proteínas 
fluorescentes que no se unieron a sus sitios de unión de alta afinidad en estos 
MmRNA fueron transportadas a los núcleos a través de los complejos del poro 
nuclear (véase el Cap. 13). Esto fue necesario para evitar una alta fluorescencia 


Localización de los mRNA en las sinapsis en el sistema nervioso de 
mamífero Como se mencionó anteriormente, en las neuronas la loca- 
lización de mRNA específicos en las sinapsis alejadas del núcleo en el 
cuerpo celular cumple una función esencial en el aprendizaje y la me- 
moria (Fig. 8-35). Al igual que los mRNA localizados en levadura, Estos 
mRNA contienen señales de localización de RNA en sus regiones 3” no 
nos de estos mRNA son sintetizados inicialmente con 
rtas que no permiten la iniciación de la traducción. 
an grandes partículas de RNP conteniendo múlti- 
eñales de localización en el citoplasma cerca del 
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del exceso de GFP-AN y RFP-MS2 en el citoplasma. A la derecha, se visualizó 
de manera independiente a GFP-AN y RFP-MS2 mediante el uso de excitación 
láser con milisegundos de alternancia de GFP y RFP. (b) Se muestran imágenes 
de un video de células Ñuorescentes. El núcleo al lado de la vacuola grande 
en la célula madre cerca del centro de las microfotografías, así como también 
los núcleos en las células vecinas, se observaron por fluorescencia verde y 

roja como se muestra con las flechas en la parte superior y central. En la parte 
inferior se muestra una combinación de dos imágenes, que también indica el 
tiempo transcurrido entre las imágenes. Una partícula de RNP conteniendo 
ambos mRNA ASH] con sitios de unión AN y el mRNA I5T2 con sitios de unión 
MS2, se observó en el citoplasma de la célula madre en la columna izquierda 
de las imágenes (fecha). La partícula incrementó su intensidad entre 0,00 y 
46,80 segundos, lo cual indica que hay más de estos mRNA unidos a la partícu- 
la RNP La partícula RNP se transportó al brote entre los 46,80 y 85,17 segundos 
y luego se localizó en el extremo del brote. (De 5. Lange y cols, 2008, Traffic 9:1256. Véase 


este artículo para visualizar el video.] 


núcleo celular. En este caso, las partículas de RNP son transportadas 
por el axón hasta la sinapsis mediante proteínas motoras cinecinas que 
viajan por los microtúbulos que se extienden a lo largo de la longitud 
del axón (véase el Cap. 18). La actividad eléctrica en una sinapsis dada 
puede entonces estimular la poliadenilación de los mRNA en la región 
de la sinapsis, activando la traducción de las proteínas codificadas que 
aumentan de tamaño y alteran las propiedades neurofisiológicas de 
una sinapsis, mientras que dejan sin afectar a los cientos de miles de 
otras sinapsis formadas por la neurona. 


FIGURA EXPERIMENTAL 8-35 Un mRNA neuronal específico se localiza 
en las sinapsis. Se cultivaron neuronas sensitivas de la babosa de mar Aplvsia 
califórnica con neuronas motoras diana, de manera tal que los procesos de las 
neuronas sensitivas formen sinapsis con los procesos de las neuronas motoras 
La microfotografía a la izquierda muestra los procesos de la neurona motora 
visualizados con un colorante azul fluorescente. La GFP-VAMP (verde) se expre- 
só en las neuronas sensitivas y marca la localización de las sinapsis formadas 
entre los procesos de neurona sensitiva y motora (fechas). La microfotografía 
de la derecha muestra fluorescencia roja de la hibridación ¡n situ de una sonda 
de mRNA antisensorina. La sensorina es un neurotransmisor expresado por la 
neurona sensitiva sola: los procesos de la misma no se visualizan en esta prepa- 
ración, pero se encuentran adyacentes a los procesos de la neurona motora. El 
resultado de esta hibridación in situ indica que el mRNA sensorina se localiza en 
las sinapsis (De V. Lyles, Y. Zhao, y KC. Martin, 2006, Neuron 49:323.] 
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CONCEPTOS CLAVE de la sección 8.4 


Mecanismos citoplasmáticos de control 
postranscripcional 


« La transcripción se puede reprimir mediante los micro-RNA (miR- 
NA), que forman híbridos imperfectos con las secuencias en la región 
3' no traducida (UTR) de mRNA diana específicos. 


- El fenómeno relacionado de interferencia por RNA, que probable- 
mente evolucionó como un sistema de defensa primitivo contra virus 
y transposones, condujo a la degradación de los mRNA que forman 
híbridos perfectos con los RNA de interferencia cortos (siRNA). 


« Tanto los miRNA como los siRNA contienen 21-23 nucleótidos, son 
generados a partir de moléculas precursoras más largas y son unidos 
por una proteína Argonauta, ensamblándose en un complejo multi- 
proteico silenciador inducido por RNA (RISC) que reprime la traduc- 
ción de los mRNA diana o los corta (véanse las Figs. 8-25 y 8-26). 


« La poliadenilación citoplasmática es necesaria para la traducción de 
los mRNA con una cola corta de poli(A). La unión de una proteína 
específica a los elementos reguladores en sus 3" UTR reprime la traduc- 
ción de estos mRNA. La fosforilación de esta proteína de unión al RNA, 
inducida por una señal externa, conduce al alargamiento de la cola de 
poli(A) 3” y por lo tanto, a la traducción (véase la Fig. 8-28). 


- La mayoría de los mRNA son degradados como el resultado del acor- 
tamiento gradual de sus colas de poli(A) (desadenilación) seguida por 
la digestión 3" > 5” mediada por exosoma o la eliminación de la cape- 
ruza 5” y la digestión por una exonucleasa 3" — 5” (véase la Fig. 8-29). 


« Los mRNA eucariontes que codifican proteínas que se expresan en 
ráfagas cortas, en general tienen copias repetidas de una secuencia rica 
en AU en sus 3" UTR. Proteínas específicas que se unen a estos elemen- 
tos también interactúan con la enzima desadenilante y los exosomas 
citoplasmáticos promueven la rápida degradación del RNA. 


+ La unión de varias proteínas a los elementos reguladores en los 3” o 
5” UTR de los mRNA regulan la traducción o degradación de muchos 
mRNA en el citoplasma. 


« La traducción del mRNA ferritina y la degradación del mRNA del 
receptor de ferritina (TfR) son ambos regulados por la misma proteí- 
na de unión al RNA sensible a hierro. A baja concentración de hierro, 
esta proteína se encuentra en una conformación que se une a elemen- 
tos específicos en los mRNA, inhibiendo la traducción del mRNA de 
ferritina o la degradación del mRNA TfR (véase la Fig. 8-31). Este 
control dual regula de manera precisa la concentración de hierro den- 
tro de las células. 


* La degradación mediada por mutaciones sin sentido y otros mecanis- 
mos de vigilancia del mRNA evitan la traducción de los mRNA pro- 
cesados de manera inadecuada que codifican proteínas anómalas, las 


cuales podrían interferir con el funcionamiento de las proteínas nor- 
males correspondientes. 


* Muchos mRNA son transportados a localizaciones subcelulares espe- 
cíficas mediante proteínas de unión a RNA de secuencia específica que 
se unen a secuencias de localización, las cuales en general se encuentran 
en la 3” UTR. Estas proteínas de unión al RNA luego se asocian direc- 
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8.5 Procesamiento del rRNA y tRNA 


0% del RNA total en las células de mamífero en 
crecimiento rápido (p. €j., células HeLa cultivadas) es rRNA y el 15% 
es RNA; así, el mRNA que codifica proteína constituye solo una pe- 
queña porción del RNA total. Los transcritos primarios producidos a 
partir de la mayoría de los genes rRNA y de los genes de tRNA, como 
los pre-mRNA, son procesados exhaustivamente para dar las formas 
funcionales maduras de estos RNA. 

El ribosoma es una estructura compleja, altamente evolucionada 
(véase la Fig. 4-23), optimizada para su función en la síntesis de pro- 
teína. La síntesis de ribosomas requiere la función y coordinación de 
las tres RNA polimerasas nucleares. Los rRNA 288 y 5.88 asociados 
con la subunidad ribosómica grande y el rRNA 185 de la subunidad 
menor son transcritos por la RNA polimerasa 1. El rRNA 5S de la su- 
bunidad mayor es transcrito por la RNA polimerasa [Il y los mRNA 
que codifican proteínas ribosómicas son transcritos por la RNA poli- 
merasa II. Además de los cuatros rRNA y las — 70 proteínas ribosómi- 
cas, al menos otros 150 RNA y proteínas interactúan transitoriamente 
con las subunidades ribosómicas durante sus ensamblajes a través de 
una serie de pasos coordinados. Aún más, múltiples bases específicas 
y ribosas de los TRNA maduros son modificadas para optimizar sus 
funciones en la síntesis proteica. Aunque la mayoría de los pasos en el 
ensamblaje y la síntesis de la subunidad ribosómica se producen en el 
nucléolo (un subcompartimento del núcleo no delimitado por mem- 
brana), parte se produce en el nucleoplasma durante el paso desde 
el nucléolo hasta los complejos del poro nuclear. Antes de la expor- 
tación nuclear se produce un paso de control de calidad, de manera 
tal que solo las subunidades totalmente funcionales sean exportadas 
al citoplasma, donde se producen los pasos finales de maduración de 
la subunidad ribosómica. Los tRNA también son procesados y modi- 
ficados de manera extensa antes de que sean exportados al citoplas- 
ma y sean usados en la síntesis de proteína. Primero analizaremos el 
procesamiento y la modificación del rTRNA, así como el ensamblaje y 
exportación nuclear de los ribosomas. Luego se considerará el proce- 
samiento y la modificación de los tRNA. 


Aproximadamente el 8 


Los genes pre-rRNA funcionan como organizadores 
nucleolares y son similares en todos los eucariontes 


Los rRNA 285 y 5.88 se asocian con la subunidad ribosómica M2” 
yor (608) y el rRNA 185 se asocia con la subunidad ribosómica MS” 
nor (408) en los eucariontes superiores (y los rRNA funcionalmente 
equivalentes en todos los demás eucariontes) están codificados por 
un único tipo de unidad de transcripción pre-rRNA. En las células 
humanas, la transcripción por parte de la RNA polimerasa | produce 
un transcrito primario (pre-rRNA) 455 (- 13,7 kb), que es procesado 
para dar los rRNA maduros 285, 185, y 5.8S que se encuentran en los 
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FIGURA EXPERIMENTAL 8-36 Microfotografía electrónica de las unidades 
de transcripción de pre-rRNA a partir del nucléolo de un ovocito de rana. 
Cada “pluma” representa las múltiples moléculas de pre-rRNA asociadas con pro- 
teínas en un complejo pre-ribonucleoproteína (pre-rRNP) saliendo de una uni- 
dad de transcripción. Nótese la “protuberancia” densa en el extremo 5' de cada 
pre-RNP naciente que se cree es un proceosoma. Las unidades de transcripción 
de pre-rRNA están dispuestas en tándem, separadas por regiones espaciadoras 
de cromatina nucleolar no transcritas. (Cortesía de Y. Osheim y O. J. Miller, Jr) 


ribosomas citoplasmáticos. La secuenciación del DNA que codifica el 
pre-rRNA 45S de muchas especies demostró que este DNA comparte 
diversas propiedades en todos los eucariontes. Primero, los genes de 
pre-rRNA están organizados en disposiciones en tándem largas, sepa- 
radas por regiones espaciadoras no transcritas que varían en longitud 
desde - 2 kb en las ranas, hasta — 30 kb en los seres humanos (Fig. 
8-36). Segundo, las regiones genómicas correspondientes a 10 tres 
rRNA maduros siempre están dispuestas en el mismo orden 5 > 3”: 
185, 5.85, y 285. 

Tercero, en todas las células eucariontes (e incluso en las bacterias), 
el gen pre-rRNA codifica para regiones que son eliminadas durante el 
procesamiento y rápidamente son degradadas. Estas regiones proba- 
blemente contribuyen al plegamiento adecuado de los rRNA, pero no 
son necesarias una vez que se ha producido el plegamiento. La estruc- 
tura general de los pre-rRNA se esquematiza en la Figura 8-37. 

La síntesis y la mayoría del procesamiento del pre-rRNA se produ- 
cen en el nucléolo. Cuando los genes de pre-rRNA se identificaron ini- 
cialmente en el nucléolo mediante hibridación in situ, no se sabía si re- 
quería cualquier otro DNA para formar el nucléolo. Los subsiguientes 
experimentos con cepas de Drosophila transgénicas demostraron que 
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una única unidad de transcripción de pre-rRNA completa induce la 
formación de un nucleolo pequeño. Por lo tanto, un único gen de pre- 
rRNA es suficiente para ser un organizador nucleolar y todos los com- 
ponentes del ribosoma difunden hasta el pre-rRNA recién formado. La 
estructura del nucleolo observada por microscopía óptica y electrónica 
es el resultado del procesamiento del pre-rRNA y el ensamblaje de las 


subunidades ribosómicas. 


Los RNA nucleolares pequeños asisten en el 
procesamiento de los pre-rRNA 


El ensamblaje, la maduración y la exportación de las subunidades ri- 
bosómicas al citoplasma están mejor comprendidas en la levadura S. 
cerevisiae. Sin embargo, casi todas las proteínas y los RNA involucrados 
están altamente conservados en los eucariontes multicelulares, donde 
es probable que los aspectos fundamentales de la biosíntesis ribosómi- 
ca sean los mismos. Al igual que para los pre-mRNA, los transcritos 
nacientes de pre-rRNA se unen inmediatamente a proteínas, forman- 
do partículas de ribonucleoproteína prerribosómicas (pre-rRNP). Por 
razones aún no comprendidas, la escisión del pre-rRNA no comienza 
hasta que la transcripción del pre-rRNA está casi completa. En las leva- 
duras, se requiere aproximadamente seis minutos para transcribir un 
pre-rRNA. Una vez que se ha completado la transcripción se corta el 
rRNA y las bases y las ribosas son modificadas en alrededor de 10 se- 
gundos. En una célula de levadura de crecimiento rápido, — 40 pares de 
subunidades ribosómicas son sintetizadas, procesadas y transportadas 
hasta el citoplasma cada segundo. Esta velocidad extremadamente ele- 
vada de la síntesis ribosómica, a pesar del periodo aparentemente largo 
necesario para transcribir un pre-rRNA, es posible debido a que los ge- 
nes de pre-rRNA están empaquetados con moléculas de RNA polime- 
rasa 1 las cuales transcriben el mismo gen de manera simultánea (véase 
la Fig. 8-36) y debido a existen 100-200 de tales genes en el cromosoma 
XII, el organizador nucleolar de levadura. 
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FIGURA 8-37 Estructura general de las unidades de transcripción de pre- 
rRNA. Las tres regiones codificadoras (rojo) codifican los ANA 185, 5.85, y 285 
que se encuentran en los ribosomas de los eucariontes superiores o sus equiva- 
lentes en otras especies. El orden de estas regiones codificadoras en el genoma 
siempre es 5" > 3”. Las variaciones en las longitudes de las regiones espaciado- 
ras transcritas (azul) explican las principales diferencias en las longitudes de las 
unidades de transcripción de pre-rRNA en los diferentes organismos. 
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El transcrito primario de — 7 kb es cortado en una serie de pasos 
exonucleolíticos y de escisión que en última instancia producen los 
TrRNA maduros que se encuentran en los ribosomas (Fig. 8-38). Du- 
rante el procesamiento, el pre-rRNA también es modificado de ma- 
nera exhaustiva, mayormente por metilación del grupo 2”-hidroxilo 
de ribosas específicas y la conversión de residuos de uridina a seu- 
douridina. Estas modificaciones postranscripcionales del rRNA pro- 
bablemente resultan importantes para la síntesis de proteína, debido 
a que están altamente conservadas. Virtualmente todas estas modi- 
ficaciones se producen en la estructura central más conservada del 
ribosoma, la cual está directamente involucrada en la síntesis de pro- 
teína. Las posiciones de los sitios específicos de la 2”-O-metilación y la 
formación seudouridina están determinadas por aproximadamente 
150 especies de RNA restringidas al nucléolo, llamadas RNA nucleo- 


Transcripto 
primario 


lares pequeños (snoRNA), que se hibridan de manera transitoria a 
las moléculas pre-rRNA. Al igual que los snRNA que funcionan en el 
procesamiento del pre-mRNA, los snoRNA se asocian con Proteínas, 
formando partículas de ribonucleoproteína llamadas snoRNp. Una 
clase de más de 40 snoRNP (que contienen snoRNA cajas C +4 D) 
posicionan una enzima metiltransferasa cerca de los sitios de met. 
lación en el pre-mRNA. Los múltiples snoRNA cajas e + D dirigen 
la metilación en múltiples sitios a través de un mecanismo similar. 
Ellos comparten secuencias comunes y características estructurales, y 
están unidos por un grupo de proteínas comunes. Una o dos regiones 
de cada uno de los snoRNA son precisamente complementarias a los 
sitios en el pre-rRNA y dirigen la metiltransferasa a ribosas específ- 
cas en la región híbrida (Fig. 8-39a). Una segunda clase principal de 
snoRNP (conteniendo snoRNA cajas H + ACA) posiciona la enzima 
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FIGURA 8-38 Procesamiento del rRNA. Las endorribonucleasas que reali- 
zan cortes internos se representan como tijeras. Las exorribonucleasas que 
digieren a partir de un extremo, ya sea 5” o 3”, se muestran como un pac-men. La 
mayoría de la metilación (CH) 2'-O-ribosa y de la generación de seudouridinas 
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en los rRNA se produce luego de la escisión inicial en el extremo 3”, antes de l3 
escisión inicial en el extremo 5” Se indican las proteínas y las snoRNP conocidas 
que participan en estos pasos. (De J.Venema y D Tollervey, 1999, Ann. Rev Genetics 33.261) 
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FIGURA 8-39 Modificación del pre-rRNA dirigida por snoRNP. (a) Un 
SnoRNA llamado snoRNA caja C + D está involucrado en la 2'-O-metilación de 
ribosa. Las secuencias en este shoRNA se hibridan a dos regiones diferentes en el 
pre-rRNA, dirigiendo la metilación en los sitios indicados. (b) Los SnoRNA caja H + 
ACA se pliegan en dos tallos lazo con protuberancia de hélice sencilla internas en 


que convierte la uridina a seudouridina (Fig. 8-39b). Esta conversión 
involucra la rotación del anillo de pirimidina (Figura 8-39c). Bases 
a cada lado de la uridina modificada en pre-rRNA forman un apa- 
reamiento de bases con bases en la protuberancia de un tallo en los 
snoRNA H + ACA, dejando que la uridina modificada sobresalga de 
la región doble hebra helicoidal, como el punto de ramificación A que 
sobresale en el corte y empalme espliceosómico del pre-mRNA (véase 
la Fig. 8-10). Otras modificaciones de los nucleótidos de pre-rRNA, 
como la desmetilación de adenina, son llevadas a cabo por proteínas 
sin la asistencia de los snoRNA guía. 

El snoRNA U3 se ensambla en un snoRNP grande que contiene 
- 72 proteínas denominado subunidad pequeña (SSU) del proceoso- 
ma, el cual especifica el corte en el sitio Ap, el corte inicial cerca del 
extremo 5” del pre-rRNA (véase la Fig. 8-38). El snoRNA U3 pre 
apareamiento de bases con una región en la dirección 5” del pre-r : A 
para especificar la localización del corte. Se cree que E E eri 
ma la “protuberancia 5” visible en las microfotogratias € ectr E 
los pre-rRNA (véase la Fig. 8-36). El apareamiento a 3 o ds 
snoRNP especifica reaccione que eliminan las £e 
giones espaciadoras transcritas. 
miento de los TRNA 5.85 y 255 d 
por la RNasa MRP, un complejo 


j re-rRN 
vez cortado a partir de los p E 
por las mismas exonucleasas 3" > 5' asociadas al exosoma, las cuales 


degradan los intrones procesados a partir de los preiRNa. Las exorri- 
bonucleasas 5 => 3 (Ratl; Xrn1) también eliminan algunas regiones 


del espaciador 5”. 
Algunos snoRNA tamot ss 
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El primer corte para iniciar el procesa- 
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los tallos. El pre-rRNA se hibrida a las protuberancias de hélice sencilla, demarcan- 
do un sitio de seudouridilación. (c) Conversión de uridina a seudouridina dirigida 
por los snoRNA caja H + ACA de la parte (D) (Parte [a] de T. Kiss, 2001, £MBO.! 20:3617. Parte 
[b] de U.T. Meier, 2005, Chromosoma 114:1). 


nera notoria, la gran mayoría de los snoRNA son procesados a partir 
de los intrones eliminados por el proceso de corte y empalme de los 
genes que codifican los mRNA funcionales para proteínas involucra- 
das en la síntesis de ribosomas o la traducción. Algunos snoRNA son 
procesados a partir de intrones procesados aparentemente a partir 
de los mRNA no funcionales. Los genes que codifican estos mRNA 
parecen existir únicamente para expresar los snoRNA a partir de los 
intrones escindidos. 

A diferencia de los genes 185, 5.85, y 285, los genes rRNA 55 son tran- 
scritos por la RNA polimerasa III en el nucleoplasma fuera del nucléolo. 
Con solo un procesamiento menor adicional a la eliminación de nucleó- 
tidos en el extremo 3”, el rRNA 5S difunde hasta el nucléolo, donde se en- 
sambla con el precursor del pre-rRNA y permanece asociado con la región 
que es cortada para dar el precursor de la subunidad ribosómica mayor. 

La mayoría de las proteínas ribosómicas de la subunidad ribosómi- 
ca menor de 40S se asocian con el pre-rRNA naciente durante la trans- 
cripción (Fig. 8-40). La escisión del pre-rRNA de longitud completa en 
el precursor RNP 908 libera una partícula pre-405, que requiere solo 
unos pocos pasos de remodelación antes de que sea transportado al 
citoplasma. Una vez que la partícula pre-405 deja el nucléolo, atraviesa 
el nucleoplasma rápidamente y es exportado a través de los complejos 
del poro nuclear (NPC), como se analiza a continuación. La madura- 
ción final de la subunidad ribosómica menor se produce en el citoplas- 
ma: el procesamiento exonucleolítico del rRNA 205 en el rRNA 185 de 
la subunidad menor madura por la exorribonucleasas 5 > 3” Xrnl, 
y la dimetilación de dos adeninas adyacentes cerca del extremo 3” del 
rRNA 188 por parte de la enzima citoplasmática Dim1. 

Al contrario que la partícula pre-40S, el precursor de la subunidad 
mayor requiere considerablemente más remodelación a través de mu- 
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FIGURA 8-40 Ensamblaje de la subunidad ribosómica. Las proteínas ribosó- 
micas y los RNA en las subunidades ribosómicas mayor y menor se representan 
en azul, con una forma similar a la de los iconos para las subunidades maduras en 


chas más interacciones transitorias con las proteínas no ribosómicas, 
antes de que sea lo suficientemente maduro como para ser exportado 
al citoplasma. En consecuencia, se requiere un período considerable- 
mente más prolongado para que la subunidad 605 en maduración 
salga del núcleo (30 minutos en comparación a los 5 minutos para 
la exportación de la subunidad 405 en células humanas cultivadas). 
Múltiples presuntas RNA helicasas y proteínas G pequeñas están aso- 
ciadas con la maduración de las subunidades pre-605. Algunas RNA 
helicasas son necesarias para desprender los snoRNP que forman un 
apareamiento de bases perfecto con el pre-rRNA hasta más de 30 pa- 
Ees de bases. Otras RNA helicasas pueden funcionar en la interrup- 
ción de interacciones proteína-RNA, El requerimiento para tantas 
dd se eso que iZ muchos puntos de control de calidad en 
aje y remodelació 
de se debe completar un sea poo o 3 rd E 
ed de para 
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el citoplasma. Otros factores que se asocian transitoriamente con las subunida- 
des en maduración se representan en diferentes colores, como se muestra eN el 
recuadro. (De H.Tschochner y E. Hurt, 2003, Trends Cell Biol. 13:255.) 


y pueden ser necesarias para el plegamiento del TRNA grande y con” 
plejo en la conformación apropiada. Algunos pasos en la maduración 
de la subunidad 60S se producen en el nucleoplasma, durante el paso 
desde el nucléolo a los complejos del poro nuclear (véase Fig. 9-40). 
Queda mucho por aprender acerca de este fascinante y complejo PI" 
ceso de remodelación esencial que ocurre durante la formación delas 
subunidades ribosómicas. 

La subunidad ribosómica mayor es una de las estructuras más 
gs para pasar a través de los complejos del poro nuclear. La mé 
auraaidn de la subunidad mayor en el nucleoplasma lleva 4 la generó” 
ción de sitios de unión para un adaptador de exportación nuclear lle 
mado Nmd3. Nmd3 es unido por el transportador nuclear Export” 
p laa llamado Crm1). Este es otro paso de control de la calidad 
pe e 0. subunidades ensambladas correctamente sal in 

portadas. La subunidad menor del exporta 
mRNP (NXTI) también se asocia con la subunidad ribosómica pl 
lla madura. Estos transportadores nucleares interactúan con lo 
dominios FG de las nucleoporinas FG. Este mecanismo permite lapo 


y 


netración de la “nube” molecular que llena la mayoría del canal central 
del NPC (véase la Fig. 8-20). Varias nucleoporinas específicas sin los 
dominios FG también son necesarias para la exportación de la subu- 
nidad ribosómica y pueden tener funciones adicionales. Estas dimen- 
siones de las subunidades ribosómicas (- 25-30 nm de diámetro) y el 
canal central del NPC son comparables, por lo tanto el pasaje puede no 
requerir la distorsión de cualquiera de las subunidades ribosómicas o 
del canal. La maduración final de la subunidad grande en el citoplasma 
incluye la eliminación de estos factores de exportación. Al igual que 
para la exportación de la mayoría de las macromoléculas desde el nú- 
cleo, incluyendo los tRNA y los pre-miRNA (pero no para la mayoría 
de los mRNP), la exportación de la subunidad ribosómica requiere la 


función de una proteína G pequeña llamada Ran, como se analiza en 
el Capítulo 13. 


Los intrones del grupo | de autoprocesamiento 
fueron los primeros ejemplos del RNA catalítico 


Durante la década de 1970, se descubrió que los genes pre-rRNA del 
protozoo Tetrahymena thermophila contenían un intrón. Búsquedas cui- 
dadosas fallaron en descubrir incluso un gen pre-rRNA sin la secuencia 
extra, lo cual indica que el corte y empalme es necesario para producir 
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FIGURA 8-41 Mecanismos de corte y empalme de los intrones de auto- 
procesamiento grupo | y grupo 11, y el proceso de corte y empalme del 
pre-mRNA catalizado por el espliceosoma. El intrón se muestra en gris, los 
exones a ser unidos en rojo. En los intrones del grupo l, un cofactor guanosina | 
(G) que no es parte de la cadena de RNA se asocia con el sitio activo, El grupo 3 
hidroxilo de esta guanosina participa en una reacción de transesterificación con 
el fosfato en el extremo 5' del intrón; esta reacción es análoga a la que involucra 
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el TRNA maduro en estos organismos. En 1982, los estudios in vitro que 
mostraron que el pre-rRNA fue procesado en los sitios correctos en au- 
sencia de cualquier proteína proporcionó el primer indicio de que ese 
RNA puede funcionar como un catalizador, al igual que las enzimas. 

Luego se encontró toda una serie de secuencias de autoprocesa- 
miento o autoeliminación en los pre-rRNA de otros organismos uni- 
celulares, en los pre-rRNA de mitocondrias y cloroplastos, en diversos 
pre-mRNA a partir de ciertos bacteriófagos de E. coli y en algunos 
transcritos primarios de tRNA bacterianos. Las secuencias de auto- 
procesamiento en todos estos precursores, llamadas intrones del grupo 
I, usan guanosina como cofactor y pueden plegarse mediante aparea- 
miento de bases internas para superponer estrechamente los dos exo- 
nes que se deben unir. Como se describió antes, ciertos pre-mRNA de 
cloroplastos y mitocondrias y los tRNA contienen un segundo tipo de 
intrón de autoprocesamiento, designado grupo ll. 

Los mecanismos de corte y empalme usados por los intrones del 
grupo l, del grupo II y los espliceosomas, en general son similares e 
involucran dos reacciones de transesterificación, que no requieren su- 
ministro de energía (Fig. 8-41). Los estudios estructurales de los intro- 
nes del grupo 1 del pre-rRNA de Tetrahymena combinados con expe- 
rimentos bioquímicos y mutacionales revelaron que el RNA se pliega 
en una estructura tridimensional precisa que, al igual que las enzimas 
proteicas, contienen surcos profundos que actúan en la catálisis. Los 


Corte y empalme del pre-mRNA 
catalizado por espliceosoma 


Espliceosoma és 


7) 


HO 3' 


Ha Pp 


los grupos 2“-hidroxilo en los sitios de ramificación A en los intrones del grupo Il y 
los intrones del pre-mRNA procesados en los espliceosomas (véase la Figura 8-8). 
La posterior transesterificación que une a los exones 5' y 3 es similar en los tres 
mecanismos de corte y empalme. Nótese que los intrones del grupo | eliminados 
son estructuras lineales, a diferencia de los productos ramificados que se obtie- 
nen en los otros dos casos. (Adaptado de P. A. Sharp, 1987, Science 235:679,) 
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intrones del grupo | funcionan como una metaloenzima en orientar 
precisamente los átomos que participan en las dos reacciones de tran- 
sesterificación adyacentes a los iones catalíticos de Mg?*. En la actuali- 
dad, existe considerable evidencia que indica que el proceso de corte y 
empalme de los intrones del grupo 1! y los snRNA en el espliceosoma 
también involucra a los ¡ones catalíticos de Mg”*, unidos. Tanto en los 
intrones de autoprocesamiento del grupo l, del grupo II y probable- 
mente en el espliceosoma, el RNA funciona como una ribozima, una 


secuencia de RNA con capacidad catalítica. 


Los pre-tRNA sufren una modificación 
amplia en el núcleo 


Los tRNA citosólicos maduros, que en promedio tienen 75-80 nucleó- 
tidos de longitud, son producidos a partir de precursores grandes (pre- 
RNA) sintetizados por la RNA polimerasa III en el nucleoplasma. Los 
(RNA maduros también contienen numerosas bases modificadas que 
no están presentes en los transcritos primarios de tRNA. El corte y la 
modificación de base se produce durante el procesamiento de todos los 
pre-tRNA; algunos pre-tRNA también son cortados y empalmados du- 
rante el procesamiento. Todos estos acontecimientos de procesamiento 
y modificación se producen en el núcleo. 

Una secuencia 5” de longitud variable que está ausente en los tRNA 
maduros está presente en todos los pre-tRNA (Fig. 8-42). Esto se pro- 
duce debido a que el extremo 5” de los tRNA maduros es generado por 
un corte endonucleolítico especificado por la estructura tridimensional 
del tRNA mejor que en el lugar del sitio de inicio de la transcripción. 
Estos nucleótidos 5” extra son eliminados por la ribonucleasa P (RNasa 
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FIGURA 8-42 Cambios que se producen durante el procesamiento del 
pre-tRNA de tirosina. Un intrón de 14 nucleótidos (azul) en el anticodón es 
eliminado por corte y empalme. Una secuencia de 16 nucleótidos (verde) en el 
extremo 5” es escindida por la RNasa P. Residuos U en el extremo 3' son reem- 
plazados por la secuencia CCA (rojo) encontrada en todos los tRNA maduros. 
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funciona en los eucariontes. 
Alrededor del 10% de las bases en los pre-tRNA son mo dificada, 


urante el procesamiento. Se producen tres clases q, 
(Fig. 8-42): (1) residuos U en el extremo y 
del pre-tRNA son reemplazados con una secuencia CCA, La Secuencia 
CCA se encuentra en el extremo 3” de todos los tRNA y es necesa; 
para que sean cargados por la aminoacil-'RNA sintetasa durante la 
síntesis de proteína. El paso en la síntesis de RNA probablemente his 
ciona como un punto de control de calidad, puesto que solo los tRNa 
adecuadamente plegados son reconocidos por la enzima de adicció, 
CCA. (2) Los grupos metil isopentenil son añadidos a los anillos hete. 
rocíclicos de bases púricas y los grupos 2'-OH en la ribosa de residuos 
específicos son metilados. (3) Uridinas específicas son convertidas y 
residuos de dihidrouridina, seudouridina O ribotimidina. No se cop. 
prenden bien las funciones de estas modificaciones de ribosas y bases, 
puesto que están altamente conservados, probablemente tienen 


enzimáticamente d 
modificaciones de bases 


ero 
ce influencia positiva en la síntesis proteica. 

Como se muestra en la Figura 8-42, el pre-tRNA expresado a partir 
del gen tRNA de tirosina de levadura (tRNAD”) contiene un intrón de 
14 bases que no está presente en el tRNAP” maduro. Algunos genes de 
iRNA eucariontes y algunos genes de tRNA de archaea también contie- 
nen intrones. Los intrones en los pre-tRNA nucleares son más cortos 
que aquellos en los pre-mRNA y carecen de las secuencias de consenso 
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sitio de corte y empalme que se encuentran en los pre-mRNA (véa- 
se la Fig. 8-7). Los intrones pre-tRNA también se distinguen claramen- 
te de los intrones de autoprocesamiento mucho más largos del grupo l 
y del grupo II, que se encuentran en los pre-rRNA mitocondriales y de 
cloroplastos. El mecanismo de corte y empalme de los pre-tRNA difiere 
en tres aspectos fundamentales de los mecanismos utilizados por los 
intrones de autoprocesamiento y los espliceosomas (véase la Fig. 8-4]). 
Primero, el corte y empalme de los pre-tRNA está catalizado por pro- 
teínas, no por los RNA. Segundo, un intrón pre-tRNA es cortado en un 
paso que comprende simultáneamente la escisión de ambos extremos 
del intrón. Finalmente, la hidrólisis de GTP y ATP es necesaria para 
unir los dos tRNA generados por el corte a ambos lados del intrón. 
Después de que son procesados los pre-tRNA en el nucleoplasma, 
los tRNA maduros son transportados al citoplasma a través de los com- 
plejos del poro nuclear por la Exportina t, como se describió anterior- 
mente. En el citoplasma, los tRNA son pasados entre las aminoacil- 
IRNA sintetasas, los factores de elongación y las ribosomas durante la 
síntesis de proteína (Cap. 4). Por lo tanto los tRNA en general están 
asociados con las proteínas y pasan poco tiempo libre en la célula, 
como también es el caso de los mRNA y los rRNA. 
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Los cuerpos nucleares son dominios nucleares 
funcionalmente especializados 


La visualización de alta resolución del núcleo de una célula animal 
o vegetal, mediante microscopia electrónica y posterior tinción con 
anticuerpos marcados con fluorescencia, ha revelado dominios en el 
núcleo (además de territorios cromosómicos) y en el nucléolo. Estos 
dominios nucleares especializados, llamados cuerpos nucleares, no es- 
tán rodeados por membranas pero son no obstante regiones de altas 
concentraciones de proteínas específicas y RNA que forman estruc- 
turas distintivas, apenas esféricas dentro de los núcleos. Los cuerpos 
nucleares más prominentes son los nucléolos, los sitios de síntesis y 
ensamblaje de la subunidad ribosómica analizados anteriormente. 
También se han descrito otros tipos diversos de cuerpos nucleares en 
los estudios estructurales. 

Los experimentos con proteínas nucleares marcadas con fluores- 
cencia han demostrado que el núcleo es un ambiente altamente diná- 
mico, con rápida difusión de proteínas a través del nucleoplasma. Las 
proteínas asociadas con los cuerpos nucleares también suelen obser- 
varse a bajas concentraciones en el nucleoplasma por fuera de los cuer- 
pos nucleares y los estudios con fluorescencia indican que ellos difun- 
den hacia dentro y fuera de los cuerpos nucleares. Sobre la base de estas 
mediciones de la movilidad molecular en las células vivas, los cuerpos 
nucleares pueden ser modelados matemáticamente como el estado es- 
tacionario esperado para las proteínas en difusión, que interactúan con 
suficiente afinidad para formar regiones autoorganizadas de altas con- 
centraciones de proteínas específicas, con suficiente baja afinidad entre 
sí como para ser capaces de difundirse dentro y fuera de la estructura. 
En las microfotografías electrónicas estas estructuras parecen ser una 
red esponjosa, heterogénea, de componentes que interactúan. Aquí se 
analizan unos pocos ejemplos de los cuerpos nucleares. 


Cuerpos de Cajal Los cuerpos de Cajal son estructuras esféricas de — 
0,2-1 1m que se han observado en el núcleo por más de un siglo (Fig. 
8-43). La investigación actual indica que al igual que el nucléolo, los 
cuerpos de Cajal son centros de ensamblaje de complejos RNP para 
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FIGURA 8-43 Los cuerpos nucleares son diferencialmente permeables 


a las moléculas en el centro del nucleoplasma. Cada par de panel INGENIO 
una zona única del núcleo de ovocito de Xenopus vivo, que fue previamente in- 
yectado con dextrano fluorescente de la masa molecular indicada 3-2 000 de 
Cada sección del panel superior es una imagen confocal en la cual la intensi a 
de fluorescencia es una medida de la concentración de dextrano (p. ej. las zonas 
oscuras muestran regiones donde se ha excluido el dextrano). Cada sección del 
panel inferior es una imagen de contraste por interferencia diferencial del mismo 
campo. Las puntas de flecha abiertas indican los nucléolos, las puntas de flechas 
rellenas muestran los cuerpos de Cajal (CB) con las motas nucleares adheri- 

das más grandes en los ovocitos de Xenopus que en la mayoría de las células 
somáticas. Los dextranos de bajo peso molecular (p. ej. 3 kDa) penetran casi por 
completo los CB, pero son más excluidos de las motas nucleares y los nucléolos. 
La exclusión del dextrano aumenta con la masa molecular. Barra = 10 um. (DeK E. 


Handwerger y cols. 2005, Mol. Blol. Cell 16:202,) 


los snRNP de espliceosomas y otros RNP. Al igual que los rRNA, los 

snRNA sufren modificaciones específicas, tales como la conversión de 

residuos de uridina específicos a seudouridina y la adición de grupos 

metilos a los grupos 2'-hidroxilo de ribosas específicas. Estas modifi- 

caciones postranscripcionales son importantes para el ensamblaje y la 

función adecuada de los saRNP en el corte y empalme del pre-mRNA. 

Dichas transformaciones se producen en los cuerpos de Cajal, donde 

son dirigidas por una clase de moléculas de RNA guía como las snoR- 

NA, que se denominan scaRNA (RNA pequeños asociados a cuerpo de 

Cajal). También existe evidencia de que el cuerpo de Cajal es el sitio del 

ensamblaje de los complejos tri-snRNP U4/U6/U5, necesarios para el 

procesamiento del pre-mRNA a partir de los snRNP libres U4, U5, y 
U6 liberados durante la eliminación de cada intrón (véase la Fig. 8-11). 
Puesto que los cuerpos de Cajal también contienen una elevada con- 
centración del saRNP U7 involucrado en el procesamiento del extremo 
3” de los principales mRNA de histona, es probable que este proceso 
también se produzca en los cuerpos de Cajal, al igual que el ensamblaje 
de los RNP de telomerasa. 


Manchas nucleares Las manchas o motas nucleares se observaron 
usando anticuerpos marcados con fluorescencia contra proteínas snR- 
NP y otras proteínas involucradas en el procesamiento de corte y empal- 
me del pre-mRNA, aproximadamente como 20-50 estructuras amorfas 
irregulares de 0,5-2 um de diámetro, que están distribuidas a través de 
todo el nucleoplasma de las células de los vertebrados. Puesto que las 
manchas no se localizan en sitios de procesamiento del pre-mRNA co- 
transcripcional, se piensa que son regiones de almacenamiento para las 
snRNP y proteínas involucradas en el procesamiento del pre-mRNA, 
que son liberadas al nucleoplasma cuando son necesarias. 


Cuerpos nucleares de la leucemia promielocítica (PML) El gen PML 
se descubrió originalmente cuando se observaron las translocaciones 
cromosómicas dentro del gen en las células leucémicas de pacientes 
con la rara enfermedad de la leucemia promielocítica (PML). Cuando 
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se utilizaron anticuerpos específicos para la proteína PML en estudios 


de microscopía inmunofluorescente, se encontró que la proteína se lo- 
calizaba en — 10-30 regiones apenas esféricas de 0,3-1 pm de diámetro 
en los núcleos de las células de mamífero. Se han propuesto múltiples 
funciones para estos cuerpos nucleares PML, pero un consenso que 
está surgiendo es que funcionan como sitios para el ensamblaje y la 
modificación de complejos proteicos involucrados en la reparación del 
DNA y la inducción de apoptosis. Por ejemplo, la proteína supresora 
de tumores p53 parece ser modificada postraduccionalmente por fos- 
forilación y acetilación en los cuerpos nucleares PML en respuesta al 
daño del DNA, incrementando su capacidad para activar la expresión 
de genes de respuesta al daño celular. Los cuerpos nucleares PML tam- 
bién son necesarios para las defensas celulares contra los virus de DNA 
que son inducidos por interferones, proteínas secretadas por las células 
infectadas con virus y por linfocitos T involucrados en la respuesta in- 
munitaria (véase el Cap. 23). 

Los cuerpos nucleares PML también son sitios de modificaciones 
postraduccionales a través de la adición de una pequeña proteína si- 
milar a la ubiquitina llamada SUMO! (de sus siglas en inglés small 
ubiquitin-like moiety-1), que puede controlar la actividad y la localiza- 
ción subcelular de la proteína modificada. Muchos activadores trans- 
cripcionales son inhibidos cuando se les añade la proteína SUMO1 y la 
mutación de sus sitios de adición incrementa la actividad en la estimu- 
lación de la transcripción. Estas observaciones indican que los cuerpos 
nucleares PML están involucrados en un mecanismo de represión de la 
transcripción que aún no se ha estudiado y entendido en profundidad. 


Función nucleolar además de la síntesis de la subunidad ribosómi- 
ca Los primeros cuerpos nucleares observados, los nucléolos, pueden 
tener regiones especializadas de subestructura que se dedican a otras 
funciones distintas a la biogénesis del ribosoma. Existe evidencia de 
que los complejos ribonucleoproteicos SRP inmaduros involucrados 
en la secreción proteica y en la inserción de la membrana del RE (Cap. 
13), son ensamblados en los nucléolos y luego exportados hacia el cito- 
plasma, donde se producen sus maduraciones finales. La proteína fos- 
fatasa Cdc14 que regula los procesos en las etapas finales de la mitosis 
está secuestrada en los nucléolos en las células de levadura en gemación 
(Cap. 19). Asimismo, una proteína supresora de tumores llamada ARE, 
la cual está involucrada en la regulación de la proteína codificada por el 
gen mutado con mayor frecuencia en los cánceres humanos (p53), está 
secuestrada en los nucléolos y es liberada en respuesta al daño del DNA 
(Cap. 24). Además, la heterocromatina suele formarse en la superficie 
de los nucléolos (Fig. 6-33), lo cual sugiere que las proteínas asociadas 
con los nucléolos también participan en la formación de esta estructu- 


ra de cromatina en represión. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 8.5 
Procesamiento del rRNA y tRNA 


» Un precursor grande de pre-rRNA (13,7 kb en los seres humanos) 
sintetizado por la RNA polimerasa 1 sufre escisión, digestión exonu- 
cleolítica y modificaciones de bases para dar los rRNA 288, 185, y 5.8, 
que se asocian con las proteínas ribosómicas a fin de formar las subu- 
nidades ribosómicas. 
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amiento del pre-rRNA se producen en el ny. 


- La síntesis y el proces | 
RNA SS de la subunidad ribosómica mayor e, 


cléolo. El componente Y 
sintetizado en el nucleoplasma por la RNA polimerasa III. 
noRNA, asociados con proteínas en las snor. 
de bases con sitios específicos en el pre-rr. 
ón de ribosas, la modificación de uridina a 
específicos durante el procesamien. 


- Aproximadamente 150 s 
NP, forman apareamientoS 
NA donde dirigen la metilaci 
seudouridina y la escisión en sitiOs 
to del rRNA en el nucleolo. 

» Los intrones de autoprocesamiento de los grupos 1 y II y probable- 
mente los saRNA en los espliceosomas funcionan todos como riboz;- 
mas o secuencias de RNA catalíticamente activas, que llevan a cabo el 
procesamiento de manera análoga a las reacciones de transesterifica- 
ción, requiriendo la unión de iones Mg?* (véase la Fig. 8-41). 


- Los pre-tRNA sintetizados por la RNA polimerasa 1II en el nucleo- 
plasma son procesados para eliminar la secuencia del extremo 5”, ade- 
más del CCA en el extremo 3” y la modificación de múltiples bases 


internas (véase la Fig. 8-42). 


- Algunos pre-tRNA contienen un intrón corto que es eliminado me- 
diante un mecanismo catalizado por una proteína diferente del proce- 
samiento de corte y empalme del pre-mRNA, así como de los intrones 
de autoprocesamiento. 


- Todas las especies de moléculas de RNA se asocian con proteínas en 
varios tipos de partículas de ribonucleoproteína, ambas en el núcleo y 
después de la exportación al citoplasma. 


- Los cuerpos nucleares son regiones funcionalmente especializadas en 
el núcleo donde interactúan con proteínas para formar estructuras au- 
toorganizadas. Muchas de estas, al igual que los nucléolos, son regiones 
de ensamblaje de los complejos RNP. 


Perspectivas para el futuro 


En este capítulo y en el anterior, hemos visto que en las células euca- 
riontes los mRNA son sintetizados y procesados en el núcleo, transpor- 
tados a través de los complejos del poro nuclear al citoplasma y luego, 
en algunos casos, transportados a zonas específicas del citoplasma an- 
tes de ser traducidos por los ribosomas. Cada uno de estos procesos 
fundamentales es llevado a cabo por maquinarias macromoleculares 
complejas compuestas de decenas de proteínas y en muchos casos tam- 
bién de RNA. La complejidad de estas maquinarias macromoleculares 
asegura la precisión en encontrar los promotores y los sitios de corte Y 
empalme en la longitud extensa del DNA y las secuencias de RNA, ade- 
más de proporcionar varios caminos para la regulación de la síntesis de 
una cadena polipeptídica. Queda mucho por aprender acerca de la es” 
tructura, funcionamiento y regulación de tales maquinarias complejas 
como los espliceosomas y el aparato de corte/poliadenilación. 
Ejemplos recientes de la regulación del corte y empalme del pre" 
mRNA plantean la cuestión de cómo las señales extracelulares podrían 
controlar tales acontecimientos, en especial en el sistema nervioso de 
los vertebrados. Un caso a destacar es la notable situación en el 0Íd0 
interno de las aves, donde múltiples isoformas del canal de K' activado 


Ea? llamado Slo son producidas por corte y empalme alternativo 
del RNA. Las interacciones célula-célula parecen informar a las células 
de sus posiciones en la cóclea, llevando a un procesamiento alternativo 
del pre-m RNA Slo. El reto que enfrentan los investigadores es descubrir 
cómo tales interacciones célula-célula regulan la actividad de los facto- 
de procesamiento del RNA. 
El mecanismo de transporte del mRNP a través de los complejos 
del poro nuclear posee muchas preguntas intrigantes. La investigación 
futura probablemente revelará actividades adicionales de las proteínas 
mRNP nuclear y hnRNP, y clarificará sus mecanismos de acción. Por 
ejemplo, existe una pequeña familia de genes que codifican proteínas 
homólogas a la subunidad grande del exportador de mRNA. ¿Cuáles 
son las funciones de estas proteínas relacionadas? ¿Participan ellas en el 
transporte de grupos superpuestos de mRNP? Algunas proteínas hnR- 
NP contienen señales de retención nuclear, que evitan la exportación 
nuclear cuando están fusionadas a las proteínas hnRNP con señales de 
exportación nuclear (NES). ¿De qué forma son selectivamente elimi- 
nadas estas proteínas hnRNP a partir de los mRNA procesados en el 
núcleo, permitiendo que los mRNA sean transportados al citoplasma? 
La localización de ciertos mRNA en sitios subcelulares específicos 
es fundamental para el desarrollo de los organismos multicelulares. 
Como se describe en el Capítulo 21, durante el desarrollo una célula 
individual se divide con frecuencia para dar células hijas que funcionan 
de manera diferente unas respecto de otras. En el lenguaje de la biolo- 
gía del desarrollo, se dice que las dos células hijas tienen destinos del 
desarrollo diferentes. En muchos casos, esta diferencia en sus destinos 
da como resultado la localización de un mRNA en una región de la 
célula antes de la mitosis, de manera tal que después de la división esté 
presente en una célula hija y no en la otra. Queda mucho trabajo in- 
teresante por realizar para comprender por completo los mecanismos 
moleculares que controlan la localización de los mRNA, los cuales son 
cruciales para el desarrollo normal de los organismos multicelulares. 
Algunos de los descubrimientos más sorprendentes e inesperados 
en la biología celular y molecular en los últimos años conciernen a la 
existencia y función de los miRNA y el proceso de la interferencia por 
RNA. La interferencia de RNA (RNAi) proporciona a los biólogos mo- 
leculares y celulares un poderoso método para el estudio de la función 
génica. El descubrimiento de - 500 miRNA en los seres humanos y 
otros organismos sugiere que múltiples ejemplos significativos de con- 
trol de la traducción por este mecanismo esperan ser caracterizados. 
Estudios recientes en S. pombe y plantas conectan RNA cortos nuclea- 
res similares con el control de la metilación del DNA y la formación de 
la heterocromatina. ¿Procesos similares controlarán la expresión génica 
a través del ensamblado de la heterocromatina en los seres humanos y 
otros animales? ¿Qué otros procesos reguladores podrían ser dirigidos 
por otras clases de pequeños RNA? Debido a que el control mediante 
estos mecanismos depende del apareamiento de bases entre los miR- 
NA y los mRNA o genes diana, los métodos de genómica y de E 
formática probablemente sugerirán genes que puedan ser controlados 
por dichos mecanismos. ¿Qué otros procesos además del control de la 
traducción, la degradación del mRNA y el ensamblado de la heterocro- 
matina podrían ser controlados por los miRNA? 


Estas y otras preguntas fascinantes respecto al procesamiento, al 
ransporte nuclear del RNA, podrán a 


moleculares en las próximas décadas. 
de mecanismos completamente ines- 
¡RNA nos recuerdan que 
s Sorpresas. 


res 


control postranscripcional y alt 
prueba a los biólogos celulares y 
Los descubrimientos asombrosos 
perados del control génico por parte de los m ¡ 
es probable que en el futuro nos esperen muchas má 


Palabras clave 


caperuza 5' 349 cola de poli(A) 358 


corte y empalme alternativo 361 pre-mRNA 349 
complejo de pre-rRNA 385 
corte/poliadenilación 358 ribozima 390 
edición del RNA 364 


complejo de reconocimiento 


a través del exón 356 complejo silenciador 


inducido por RNA (RISC) 371 


dicer 371 

drosha 371 interferencia de 

exosoma 359 RNA (RNAi) 373 
nucleoporinas FG 365 corte y empalme de RNA 348 


intrones del grupo 1 357 RNA de interferencia 


intrones del grupo 11 357 pequeño o inhibidor 
proteínas de unión al elemento de. pequeño (siRNA) 346 

respuesta al hierro (IRE-BP) 379 silenciamiento génico 
micro-RNA (miRNA) 370 por siRNA 374 
vigilancia del mRNA 380 RNA nucleares pequeños 
exportador de mRNP 365 (snoRNA) 386 
complejo del espliceosoma 353 

poro nuclear (NPC) 365 proteínas SR 356 


Revisión de conceptos 


1. Describa tres tipos de regulación postraduccional de los genes que 

codifican proteína. 

2. ¿Verdadero o falso? El CTD es responsable de los pasos de procesa- 

miento del mRNA que son específicos para este y no para otras formas 

de RNA. Explique por qué elige verdadero o falso. 

3. Existe una cantidad de secuencias conservadas que se encuentran 

en un mRNA, las cuales dictaminan dónde se produce el corte y 

empalme. ¿Dónde se encuentran dichas secuencias en relación a las 

uniones exón/intrón? ¿Cuál es el significado de estas secuencias en 

el proceso de corte y empalme? Una de estas importantes regiones es 
el punto de ramificación A que se encuentra en el intrón. ¿Cuál es 
la función del punto de ramificación A en el proceso de corte y em- 
palme, y se puede lograr esto con el grupo OH ya sea en el carbono 
203% 

4. ¿Cuál es la diferencia entre los hnRNA, snRNA, miRNA, siRNA, y 
snoRNA? 

5. ¿Cuáles son las similitudes mecánicas entre los intrones de auto- 
procesamiento del grupo II y el corte y empalme espliceosómico? 
¿Cuál es la evidencia de que puede existir una relación evolutiva entre 
los dos? 

6. Usted obtiene la secuencia de un gen que contiene 10 exones, 9 in- 
trones y una secuencia de consenso de poliadenilación que contiene 3” 
UTR. El quinto intrón también contiene un sitio de poliadenilación. 
Para evaluar si ambos sitios de poliadenilación son usados, usted aísla 
mRNA y encuentra un transcrito más largo a partir de tejido muscular 
y un transcrito más corto a partir de todos los otros tejidos. Especule 
acerca del mecanismo involucrado en la producción de estos diferentes 
transcritos. 

7. La edición del RNA es un proceso común que se produce en la mito- 
condria de tripanosomas y plantas, en los cloroplastos y en raros casos 
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en los eucariontes superiores. ¿Qué es la edición del RNA y qué be- 
neficios demuestra en el ejemplo documentado de apoB en los seres 
humanos? 

8. Como el DNA se encuentra en el núcleo, la transcripción es un 
proceso nuclear. Los ribosomas responsables de la síntesis proteica 
se encuentran en el citoplasma. ¿Por qué el tráfico de hnRNP hacia el 
citoplasma está restringido a los complejos del poro nuclear? ¿De qué 
forma las repeticiones FG de los complejos del poro nuclear actúan 
como una barrera de especificidad en el transporte nuclear? 

2. Un complejo de proteína en el núcleo es el responsable del trans- 
porte de moléculas de mRNA al citoplasma. Describa las proteínas que 
forman este exportador. ¿Qué dos grupos de proteínas es probable que 
estén detrás del mecanismo involucrado en el movimiento direccional 
del mRNP y el exportador al citosol? 

10. El silenciamiento por RNA se ha convertido en una herramienta 
poderosa en el arsenal de métodos para regular en forma negativa la 
expresión génica. Describa brevemente cómo se puede inactivar la ex- 
presión génica. ¿Qué efectos tendría la introducción de los siRNA en 
TSCI en las células humanas? 

11. Especule acerca de por qué las plantas deficientes en actividad Dicer 
evidencian sensibilidad aumentada a la infección por virus de RNA. 
12. La estabilidad del mRNA es un regulador clave de las concentra- 
ciones de proteínas en una célula. Describa brevemente las tres vías de 
degradación de los mRNA. Una célula de levadura tiene una mutación 
en el gen DCP1, dando como resultado una actividad de eliminación 
de la caperuza disminuida. ¿Qué cambio esperaría ver en los cuerpos P 
encontrados en esta célula mutante? 

13. En la actualidad, la localización del mRNA parece ser un fenóme- 
no común. ¿Qué beneficios tiene para una célula la localización del 
mRNA? ¿Cuál es la evidencia de que algunos mRNA son dirigidos para 
acumularse en localizaciones subcelulares específicas? 


Análisis de los datos 


La mayoría de los seres humanos son infectados con el virus 1 simple 
del herpes (HSV-1), el agente causante del herpes labial. El genoma del 
HSV-1 comprende 100 genes, la mayoría de los cuales son expresados 
en las células huésped infectadas en el sitio de los herpes labiales. El 
proceso infeccioso involucra la replicación del DNA viral, la transcrip- 
ción y traducción de los genes virales, el ensamblado de las nuevas par- 
tículas virales y la muerte de la célula huésped a medida que la progenie 
viral es liberada. A diferencia de la mayoría de los otros tipos de virus, el 
herpesvirus también tiene una fase latente, en la cual el virus permane- 
ce escondido en las neuronas. Estas neuronas infectadas, latentes, son 
las fuentes de infecciones activas, que causan los herpes labiales cuando 
se supera la latencia. 

Es interesante destacar que solo un transcrito viral es expresado 
durante la latencia. Este transcrito, LAT (transcrito asociado a la laten- 
cia), no codifica una proteína y las neuronas infectadas con el HSV-1 
mutante que carecen del gen LAT sufren muerte celular por apopto- 
sis a una tasa del doble de las células infectadas con el HSV-1 de tipo 
silvestre. Para determinar si LAT funciona bloqueando la apoptosis al 
codificar un miRNA, se realizaron los siguientes estudios (véase Gupta 
y cols., 2006, Nature 442:82-85). 


a. Se transfectó (un proceso en el cual se inserta DNA extraño en 
una célula) a una línea celular, con un vector de expresión que expresa 
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un fragmento Pst-Mlu del gen LAT (véase el diagrama en la parte b, 
El porcentaje de estas células transfectadas que luego sufrieron Muert 
cida por fármaco se comparó con células contro]. Eo, 
perimento se repitió en células en las cuales la expresión de Diger , 
inactivó mediante el uso de siRNA BIcén La información obtenida S 
muestra en los gráficos a continuación. ¿Qué conclusiones Puede ey. 
traer de estos datos? ¿Por qué los científicos que llevaron a Cabo esto, 
estudios examinaron los efectos del silenciamiento de Dicer? 
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b. Las células se transfectaron con un vector de expresión que ex. 
presa el fragmento Pst-Mlu del gen LAT, a partir del cual se eliminó la 
región entre los dos sitios de restricción Sty (DSty; diagrama inferior), 
Cuando estas células fueron inducidas a sufrir apoptosis, murieron a la 
misma velocidad que lo hicieron las células no transfectadas. En estu- 
dios adicionales, las células se transfectaron con un vector de expresión 
que expresaba la región Sty-Sty del gen LAT. Estas células exhibieron 
la misma resistencia a la apoptosis que las células transfectadas con el 
fragmento Pst-Mlu. ¿Qué se puede deducir de estos hallazgos acerca de 
la región del gen LAT necesaria para proteger a las células de la apop- 
tosis? 


Fragmento Pst/Mlu 


> Región eliminada en ASty 


Pst Sty Sty Mlu 


5' GTGGCGGCCCGGCCCGGGGCCCCGGCGGACCCAAGGGGCCCCGGCCCGGGGCCCCAC 3 
Tallo (brazo 5”) Bucle Tallo (brazo 37 


c. Se prevé que el RNA codificado dentro de la región Sty-Sty form 
un tallo bucle (véase el diagrama en la parte b). El análisis de '! ansle 
rencia Northern se realizó en el RNA total celular aislado a partir e Je 
células control (simulacro), células infectadas con HSV-1 de tip0 ne 
tre, células infectadas con un mutante por deleción del HSv-1 a pa" tl 
del cual se eliminó la secuencia entre los dos sitios Sty en el ge? e 
(DSty) y células infectadas con un virus DSty rescatado en el a 
reinsertó la región eliminada dentro del genoma viral (StyR). La sone 
usada para la transferencia Northern fue la región tallo 3” marcada A 
RNA LAT en la región Sty-Sty, como se esquematiza en la parte (b).» 


y 


RNA reconocidos por esta sonda fueron de - 55 nucleótidos o 20 nu- 
cleótidos, como se muestra en la transferencia Northern de abajo 
qué se detectaron dos RNA de diferentes tamaños? Cuando se ds 
una segunda sonda que era la región del tallo 5' marcada de la sec 
cia RNA mostrada en la parte (b), solo se detectó la re 
- 55 nucleótidos. ¿Qué se puede deducir acerca del Procesamiento del 
RNA expresado a partir del gen LAT? ¿Qué enzima es probable e 
produzca el RNA -— 55 nucleótidos? ¿En qué parte de la célula? e 


enzima es probable que produzca el RNA de 20 nucleótidos? ¿En qué 
parte de la célula? ? ¿En qué 
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d. El mRNA TGF-P codifica una proteína, el factor de transfor- 
mación P, que inhibe el crecimiento celular e induce la apoptosis. La 
región 3” no traducida (3 UTR) del mRNA TGF-$ puede formar un 
dúplex imperfecto con el miRNA codificado por la región tallo 5' del 
dominio Sty-Sty LAT (miR-LAT), como se muestra a continuación. ¿En 
qué forma podrían diferir los niveles de expresión de TGF-P en las cé- 
lulas infectadas con el HSV-1 de tipo silvestre, en comparación con las 
células no infectadas? ¿Qué podría usted inferir acerca de las infeccio- 
nes latentes de HSV-1 a partir de estos estudios? 
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Fibras de actina Mitocondria 


La microscopia por fluorescencia muestra la localización del DNA y múltiples 
proteínas dentro de la misma célula. Las técnicas de marcación y tinción 
utilizan diferentes moléculas fluorescentes que revelan las proteínas del citoes- 
queleto a-tubulina (verde) y actina (roja), el DNA (azul), el complejo de Golgi 
(amarillo) y las mitocondrias (púrpura). Las imágenes en la parte superior son 
imágenes en falso color de cada estructura teñida individualmente. La imagen 
más grande de estas imágenes separadas combina éstas para describir la célula 
completa. De B N G Giepmans y cols, 2006, Science 312:217) 


s difícil creer que hace 400 años no se sabía que todos los seres 

vivos están constituidos por células. En 1655, Robert Hooke usó 

un microscopio primitivo para examinar una pieza de corcho y 
vio una disposición ordenada de rectángulos —las paredes celulares de 
las plantas muertas— que le recordó a las celdas de los monjes en un 
monasterio, por lo que acuñó el nombre de células (o celdas). Poco 
después de esto, Antonie van Leeuwenhook describió a los microor- 
ganismos que vio en este simple microscopio, la primera descripción 
de las células vivas. Dos siglos más tarde, Matthias Schleiden y Theo- 
dore Schwann observaron que las células individuales constituyen la 
unidad fundamental de la vida en una variedad de plantas, animales y 
organismos unicelulares. Colectivamente, éstos fueron algunos de los 
grandes descubrimientos en biología y plantearon la cuestión de cómo 
se organizan y funcionan las células. Sin embargo, muchas limitaciones 
técnicas impiden los estudios de las células en los animales y plantas 
intactos. Una alternativa es el uso de Órganos intactos que son retira- 
dos de los animales y tratados para mantener su integridad y funciones 
fisiológicas. Sin embargo, la organización de los órganos, incluso los 
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aislados, es lo suficientemente compleja como para plantear problemas 
para la investigación. Por ende, los biólogos celulares y moleculares 
suelen realizar estudios experimentales en células aisladas de un orga- 
nismo. En la Sección 9.1 se aprende cómo mantener y crecer diversos 
tipos celulares y cómo aislar tipos específicos de células desde sus lo- 
calizaciones nativas, por lo que se analizará cómo los investigadores 
cultivan y examinan células en ambientes tridimensionales para imitar 
tanto como sean posibles sus situaciones en un animal. 

En la mayoría de los casos, las células aisladas pueden mantener- 
se en el laboratorio bajo condiciones que permitan su supervivencia y 
crecimiento, un procedimiento que se conoce como cultivo. Las células 
cultivadas tienen diversas ventajas respecto de los organismos intactos 
para la investigación biológica. Las células de un único tipo específico 
pueden crecer en un cultivo, donde las condiciones experimentales se 
controlan mejor, y en muchos casos una única célula puede hacerse 
crecer de manera rápida para formar una colonia de células idénticas. 
La cepa resultante de células, que es genéticamente homogénea, se de- 
nomina un clon. 


9.4 Aislamiento y caracterización de orgánulos celulares 424 
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Los descubrimientos acerca de la organización celular han esta- 
do íntimamente ligados con los desarrollos tanto de la microscopia 
Óptica como electrónica. Esto es una verdad hoy como lo fue hace 
400 años. La microscopia óptica inicialmente reveló la maravillosa 
organización celular interna, y en la actualidad constantemente se es- 
tán mejorando los microscopios altamente sofisticados para sondear 
cada vez más profundo y revelar el mecanismo molecular por el cual 
funcionan las células. En la Sección 9.2 describimos la microscopia 
Óptica y las diferentes tecnologías disponibles, de hace mucho tiempo 
pero que aún son métodos valiosos, y luego haremos un recorrido 
a través de diversos métodos ingeniosos que han sido desarrollados 
desde entonces, hasta culminar con la más nueva de las tecnologías 
punteras. En la década de 1960 se produjo un avance importante y en 
la década de 1970 con el desarrollo de la microscopia de inmunofluo- 
rescencia que permitió la localización específica de proteínas dentro 
de células fijadas, lo que proporcionó así una imagen estática de su 
localización, como se ilustra en la figura de apertura. Tales estudios 
llevaron al concepto importante de que las membranas y los espacios 
interiores de cada tipo de orgánulo contienen un grupo distintivo 
de proteínas que son esenciales para que el orgánulo lleve a cabo sus 
funciones únicas. Un avance importante se produjo a mediados de la 
década de 1990 con la simple idea de expresar proteínas quiméricas, 
que consisten en una proteína de interés unida de forma covalente a 
una proteína naturalmente fluorescente, para permitir a los biólogos 
visualizar los movimientos de las proteínas individuales en las células 
vivas. De repente, se pudo apreciar la naturaleza dinámica de las cé- 
lulas, que cambió la visión de las imágenes estáticas de éstas disponi- 
bles anteriormente. Además, presentó un desafío tecnológico —cuanto 
más sensible era el microscopio para detectar la proteína fluorescente, 
más información podía obtener el investigador de esos datos—. Tam- 
bién posibilitó el desarrollo de técnicas de fluorescencia para evaluar 
las interacciones proteína-proteína en las células vivas, como también 
una mirada sobre otras tecnologías moleculares sofisticadas, algunas 
de las cuales se describen en esta sección. 

A pesar de los desarrollos asombrosos en la microscopia óptica, la 
luz visible proporciona una resolución demasiado baja para examinar a 
las células a nivel de detalle ultramolecular. El microscopio electrónico 
proporciona una resolución mayor, pero la tecnología suele necesitar 
que la célula sea fijada y seccionada y, por lo tanto, los movimientos 
celulares se congelan en el tiempo. La microscopia electrónica también 
permite que los investigadores examinen la estructura de complejos 
macromoleculares o macromoléculas únicas. En la Sección 9.3 se deta- 
llan algunas técnicas para la preparación de especímenes para la obser- 
vación en el microscopio electrónico y se describe el tipo de informa- 
ción que se puede obtener de ellos. 

La microscopia óptica y electrónica reveló que todas las células eu- 
cariontes —ya sean de origen animal, de plantas u hongos— contienen 
un repertorio similar de compartimentos limitados por membrana 
llamados orgánulos. En la Sección 9.4 se proporciona una introduc- 
ción simple a la estructura y la función básica de los principales or- 
gánulos en las células de plantas y animales, como un preludio a sus 
descripciones detalladas en los siguientes capítulos. En paralelo con 
los desarrollos de la microscopia, se desarrollaron métodos de frac- 
cionamiento subcelular que permitieron a los biólogos celulares aislar 
orgánulos individuales con un alto grado de pureza. Estas técnicas, 
también detalladas en la Sección 9.4, continúan proporcionando in- 
formación importante acerca de la composición proteica y las funcio- 
nes bioquímicas de los orgánulos. 
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La microscopia y la caracterización de orgánulos son tecnologías 
inherentemente descriptivas. ¿Cómo uno puede investigar los Meca. 
nismos moleculares que subyacen a los procesos biológicos celulares? 
Si queremos comprender cdo hangiong un Son, Podemos 
explorar los efectos de la eliminación O la interferencia CON COmpO. 
nentes individuales para ver qué sucede. Éste es en principio, POr su- 
puesto, el concepto del análisis genético que se describió en el Capí. 
tulo 5: cómo la interferencia de un componente específico puede ser 
usada para analizar su función. En la Sección 9.5 describimos cómo 
ñas moléculas que interfieren con la función de Proteínas 
eden también ser utilizadas para analizar procesos ce. 
describiremos cómo el descubrimiento de los 


las peque 
específicas pu 
lulares. Finalmente, 
RNA de interferencia pequeños que se dirigen a mRNA específicos 


para su destrucción han sido explotados para suprimir la expresión 
de proteínas específicas, tanto en células cultivadas como en animales 
enteros, para expandir y complementar el uso de las genéticas clásicas 
en el análisis de los procesos biológicos. 


9.1 Crecimiento de células en cultivo 


El estudio de las células está facilitado en gran medida por el crecimien- 
to de ellas en cultivo, donde pueden ser examinadas por microscopia y 
sometidas a tratamientos específicos bajo condiciones controladas. En 
general es bastante fácil hacer crecer células bacterianas unicelulares, 
hongos o protistas; por ejemplo, colocándolas en un medio rico que 
mantenga sus crecimientos. Sin embargo, las células animales prove- 
nientes de organismos multicelulares son más difíciles de cultivar en 
forma aislada o en grupos pequeños. En esta sección analizaremos 
cómo las células animales crecen en cultivo y cómo se pueden purificar 
diferentes tipos celulares para su estudio. 


El cultivo de células animales requiere de un medio 
rico en nutrientes y superficies sólidas especiales 


Para permitir la supervivencia y el funcionamiento normal de tejidos 
o células cultivadas se deben simular tanto como sea posible las con- 
diciones de temperatura, pH, fuerza iónica y acceso a los nutrientes 
esenciales, de dentro de un organismo intacto. Las células animales 
aisladas en general se colocan en un medio líquido rico en nutrientes, 
denominado medio de cultivo, dentro de placas o recipientes con uná 
cubierta especial de plástico. Los cultivos se mantienen en incuba- 
doras en las cuales se puede controlar la temperatura, la humedad y 
la atmósfera. Para reducir las posibilidades de contaminación bacte- 
riana o con hongos se suelen añadir antibióticos al medio de cultivo: 
Para protegerlo aún más contra la contaminación, los investigadores 
suelen transferir células entre las placas, añadiendo reactivos al medio 
de cultivo, y manipular los especímenes dentro de cabinas estériles 
especiales que contienen aire circulante que es filtrado para eliminar 
los microorganismos y Otros contaminantes trasportados por el aire. 

Los medios para cultivar células animales deben estar suplement?” 
dos con nueve aminoácidos (fenilalanina, valina, treonina, triptófano: 
isoleucina, metionina, lisina e histidina) que no pueden ser sintetizados 
por las células de animales vertebrados adultos. Además, la mayoría e 
las células cultivadas requieren otros tres aminoácidos (cisteína, H1r0% 
na y arginima) que son sintetizados solo por células especializadas a 
los animales intactos, así como glutamina, que sirve como fuente 6 
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nitrógeno. Los otros componentes necesarios de un medio para las 
células animales en cultivo son las vitaminas, diversas sales, los ácidos 
grasos, la glucosa y el suero —el líquido remanente después de permi- 
tir la coagulación de las partes no celulares de la sangre (plasma)-. 
El suero contiene diversos factores proteicos que son necesarios para 
la proliferación de las células de mamífero en cultivo, que incluyen 
la hormona polipeptídica insulina; la transferrina, la cua] suministra 
hierro en una forma bioaccesible, y numerosos factores de crecimien- 
to. Además, ciertos tipos de células requieren factores de crecimiento 
especializados no presentes en el suero. Por ejemplo, los progenitores 
de los glóbulos rojos requieren eritropoyetina, y los linfocitos T re- 
quieren interleucina 2 (véase el Cap. 16). Unos pocos tipos de células 
de mamífero se pueden cultivar en un medio químicamente definido, 
libre de suero, que contiene aminoácidos, glucosa, vitaminas y sales, 
además de ciertos minerales, factores de crecimiento específicos y 
otros componentes. 

A diferencia de las células de levadura y bacterianas, que pueden 
cultivarse en suspensión, la mayoría de los tipos de células animales 
solo crecerá adherida a una superficie sólida. Este requerimiento resalta 
la importancia de las proteínas de la superficie celular, denominadas 
moléculas de adhesión celular (CAM, cell-adhesion molecules), que 
las células usan para unirse a las células adyacentes y a componentes 
de la matriz extracelular (MEC), tales como colágeno o fibronectina 
(véase el Cap. 20). Estas proteínas MEC cubren la superficie sólida (en 
general de vidrio o plástico), ya sea que provengan del suero o sean 
secretadas por las células en cultivo. Una única célula cultivada en una 
placa de vidrio o plástico prolifera hasta formar una masa visible, o 
colonia, que contiene miles de células genéticamente idénticas en 4 a 14 
días, lo cual depende de la tasa de crecimiento. Algunas células sanguí- 
neas especializadas y células tumorales pueden ser mantenidas o crecen 
en suspensión como células individuales. 


Los cultivos celulares primarios y las cepas de 
células tienen un tiempo de vida limitado 


Por lo general se utilizan los tejidos animales normales (p. ej., piel, 
riñón, hígado) o embriones enteros para establecer cultivos celulares 
primarios. Para preparar células de tejidos individuales para un cultivo 
primario, se deben romper las interacciones célula-célula y célula-ma- 
triz. Para ello, los fragmentos de tejidos se tratan con una E Pcian 
de una proteasa (p. ej. tripsina, la enzima hidroliza mid be 
o ambas) y un catión divalente quelante (p. €)., EDTA) que re ses a 
concentración de Ca?* libre en el medio. Muchas moléculas de a E 
sión celular requieren calcio y, por lo tanto, son inactivadas cuando 
se elimina el calcio; otras moléculas de adhesión celular que no e 
dependientes del calcio necesitan ser proteolizadas E pd 
las se separen. La misma solución de proteasa-quelante se utili " p de 
eliminar las células adherentes de una placa de cultivo para estudio 
bioquímicos o subcultivos (transferencia a otra placa). e 

Los fibroblastos son las células predominantes e e ns acero 
tivo y normalmente producen componentes de la a > pa E 
lágeno, que se unen a las moléculas de adhesión ce y E dr 
células a una superficie. En cultivo, los me sue aaa 4 
rápidamente que otras células a partir de un tejido, y a un 
convierten en el tipo celular predominante en un mn len nn 
menos que se tomen precauciones especiales para elim 


se aíslan otros tipos de célula. 


Cuando se cultivan células extraídas de un embrión o un animal 
adulto, la mayoría de las células adherentes se dividirá un número finito 
de veces y luego dejara de crecer (células senescentes). Por ejemplo, los fi- 
broblastos fetales humanos se dividen alrededor de 50 veces antes de de- 
tener su crecimiento (Fig. 9-1a). Si se comienza con 10* células, 50 dupli- 
caciones tienen el potencial de producir 10% x 2%, o más de 10” células, 
que es equivalente al peso de alrededor de 1 000 personas. Normalmente, 
en cualquier experimento solo se utiliza una pequeña fracción de estas 
células. Por lo tanto, incluso a pesar de que su tiempo de vida es limitado, 
un cultivo simple, si se lo mantiene cuidadosamente, puede ser estudiado 
a través de muchas generaciones celulares. Tal linaje de células originadas 
a partir de un cultivo primario inicial se denomina una cepa celular. 

Una excepción importante del tiempo de vida finito de las célu- 
las normales es la célula madre embrionaria, que como su nombre lo 
indica, deriva de un embrión y se dividirá para dar origen a todos 
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FIGURA 9-1 Etapas en el establecimiento de un cultivo de células. (a) 
Cuando inicialmente se cultivan células aisladas de tejido humano, algunas 
células mueren y otras (principalmente los Abroblastos) comienzan a crecer; 
de manera global, la tasa de crecimiento se incrernenta (fase |). Si el resto de 
las células son privadas de alimento, se las diluye y se las vuelve a sembrar en 
placas una y Otra vez, la cepa de célula continúa dividiéndose a una velocidad 
constante durante alrededor de 50 generaciones celulares (fase 11), después 
de la cual la velocidad de crecimiento disminuye rápidamente. En el período 
siguiente (fase 111), todas las células en el cultivo detienen su crecimiento (se- 
nectud). (b) En un cultivo preparado a partir de células de ratón u otro roedor, 
la célula inicial muerta (no se muestra) se acopla con el grupo de células que 
crece saludablernente. A medida que las divisiones celulares disminuyen y se 
permite que continúe el crecimiento, pronto cornienzan a perder su potencial 
de crecimiento y la mayoría deja de crecer (es decir, el cultivo entra en se- 
nectud). Células muy raras sufren mutaciones oncogénicas que les permiten 
sobrevivir y continuar dividiéndose hasta que su progenie cubre el cultivo. 
Estas células constituyen una línea celular, la cual crecerá indefinidamente si 
se la diluye y suministran nutrientes adecuados. Tales células se dice que son 
inmortales. 
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los tejidos durante el desarrollo. Como se analizó en el Capítulo 21, 
las células madre embrionarias se pueden cultivar indefinidamente en 
condiciones adecuadas. 

La investigación con cepas celulares se simplifica por la capacidad 
para congelarlas y descongelarlas exitosamente un tiempo después 
para análisis experimental. Las cepas celulares se pueden congelar en 
un estado de animación suspendida y almacenar por períodos largos 
a temperatura de nitrógeno líquido, proporcionando un conservante 
que evite la formación de cristales de hielo dañinos. Aunque no todas 
las células sobreviven al descongelamiento, muchas sí lo hacen y reto- 
man su crecimiento. 


Las células transformadas pueden crecer 
indefinidamente en cultivo 


Para poder clonar células individuales, modificar su comportamiento 
celular o seleccionar mutantes, los biólogos a menudo quieren man- 
tener cultivos de células por mucho más de 50 divisiones. Tales cre- 
cimientos prolongados son mostrados por las células derivadas de 
algunos tumores. Además, células raras en una población de células 
primarias pueden sufrir mutaciones oncogénicas espontáneas, lo que 
lleva a la transformación oncogénica (véase el Cap. 24). Tales célu- 
las, se dice que están oncogénicamente transformadas o simplemente 
transformadas, y pueden proliferar indefinidamente. Un cultivo de cé- 
lulas con un período de vida indefinido es considerado inmortal y se 
denomina línea celular. 

Los cultivos de células primarias de células de roedores normales 
suelen sufrir transformación espontánea en una línea celular. Después 
que las células de roedores son mantenidas en cultivo durante varias 


E 
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generaciones, el cultivo entra en senectud (Fig. 9-1b). Durante este pe- 
ríodo, la mayoría de las células detiene su crecimiento, Pero a menudo 
una célula transformada que se divide rápidamente surge espontá. 
neamente y toma el control, o crece por encima del cultivo. Una línea 
celular derivada de esta variante transformada proliferará espontánea. 
mente si se le proporcionan los nutrientes necesarios. En contraste con 
las células de roedores, las células humanas normales raramente sufren 
transformación espontánea para dar lugar a una línea celular. La línea 
celular HeLa, la primera línea celular humana establecida, se Obtuvo 
originalmente en 1952 a partir de un tumor maligno (carcinoma) de 
cuello uterino. Otras líneas celulares humanas suelen derivarse de cáp. 
ceres y otras se han convertido en inmortales al transformarlas para 
que expresen oncogenes. 

Independientemente de la fuente, las células en las líneas inmor. 
talizadas suelen tener cromosomas con secuencias de DNA anómalas, 
Además, el número de cromosomas en tales células suele ser mayor que 
el de las células normales a partir de las cuales surgen, y el número de 
cromosomas cambia a medida que las células continúan dividiéndose 
en cultivo. Una excepción notoria es la línea de ovario de hámster chino 
(CHO) y sus derivados, que tienen menos cromosomas que sus proge- 
nitores hámster. Las células con un número anómalo de cromosomas 
se dice que son aneuploides. 


La citometría de flujo separa diferentes 
tipos de células 


Algunos tipos de células difieren lo suficiente en densidad como para que 
puedan ser separados sobre la base de sus propiedades físicas. Los glóbu- 
los blancos (leucocitos) y los glóbulos rojos (eritrocitos), por ejemplo, 
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ende se descartan aquellas gotas sin carga, mientras que 
aquellas con cargas eléctricas diferentes son separadas y 
recolectadas. Debido a que sólo toma unos milisegundos 
clasificar cada gota, pueden pasar tanto como 10 millo- 
nes de células por hora a través de la máquina 
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tienen densidades muy diferentes debido a que los eritrocitos no tienen 
núcleo; por eso estas células se pueden separar por centrifugación por 
gradiente de densidad (descrita en la Sección 9.4). Debido a que la ma- 
yoría de los tipos de células no pueden diferenciarse fácilmente, se deben 
utilizar otras técnicas como la citometría de flujo para separarlas. 

Para identificar un tipo de célula de una mezcla compleja, es necesa- 
rio tener alguna forma de marcar y luego clasificar las células deseadas. 
Diferentes tipos de célula suelen expresar diferentes moléculas en sus su- 

erficies celulares. Si una molécula de superficie particular solo se expresa 
en el tipo celular deseado, esto puede utilizarse para marcar esas células. 
La mezcla celular se puede incubar con un colorante fluorescente unido 
a un anticuerpo contra moléculas de superficie celular, obteniendo así las 
células deseadas con fluorescencia. Las células se pueden analizar en un 
citómetro de flujo. Este aparato hace fluir las células por un haz de láser 
que mide la luz que dispersan y la fluorescencia que emiten; de este modo 
se pueden cuantificar las cantidades de células del tipo deseado a partir 
de una mezcla. Un clasificador celular activado por fluorescencia (FACS, 
fluorescence-activated cell sorter), que se basa en la citometría de flujo, 
puede tanto analizar las células, como seleccionar una o unas pocas célu- 
las de miles de otras y clasificarlas en una placa de cultivo separada (Fig. 
9-2). Para clasificar las células se ajustan sus concentraciones de manera 
tal que las gotas diminutas que el FACS forma y analiza solo contenga 
una célula por cada gota. Un chorro de gotas se analiza por fluorescencia, 
y aquellas que tienen la señal deseada se clasifican separándolas de las que 
no la tienen. Una vez que las células han sido clasificadas, las selecciona- 
das se pueden cultivar. 

El procedimiento por FACS se suele utilizar para purificar diferen- 


tes tipos de leucocitos, cada uno de los cuales porta en su superficie una 
ivas y unirán anticuerpos monoclonales especí- 
las T del sistema inmunitario, por 
en sus superficies. 
ue las células T 


de leucocitos O 


o más proteínas distint 
ficos para la proteína. Solo las célu 
ejemplo, tienen tanto proteínas CD3 como Thy1.2 


La presencia de estas proteínas de superficie permite q 
sean separadas fácilmente respecto de los otros tipos 
células del bazo (Fig. 9-3). 

Otros usos de la citometría de flujo in 


nido de DNA o RNA de una célula y la det 
maño general. El FACS puede medir simultáneamente e 
célula (a partir de la cantidad de luz dispersada) y la cantidad de DNA 


que contiene (a partir de la cantidad de fluorescencia emitida por un 
colorante unido al DNA). Las mediciones del contenido de DNA de las 
células individuales se utilizan para seguir la replicación del DNA a me- 
dida que las células progresan a través del ciclo celular (véase el Cap. 19). 

Un método alternativo para la separación de tipos específicos de 
células usa pequeñas esferas magnéticas acopladas a anticuerpos para 
la molécula de superficie específica. Por ejemplo, para aislar células T, 


las esferas se cubren con un anticuerpo monoclonal específico para una 
erficie como CD3 o Thyl 22. Sólo las células con estas pro- 
ueden recuperar de la preparación 


en el lateral de tubo de ensayo. 


cluyen la medición del conte- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 9-3 Las células T unidas a los anticuerpos mar- 
cados con fluorescencia contra dos proteínas de la superficie celular 
son separadas de otros glóbulos blancos mediante FACS. Las células 

del bazo de un ratón se trataron con un anticuerpo monoclonal fluorescente 
específico para la proteína de superficie celular CD3 y con un anticuerpo 
monoclonal verde fluorescente específico contra una segunda proteína de la 


erficie celular, Thy1.2 A medida que las células pasan a través de un aparato 


sup 
a emitida por cada 


FACS, se mide la intensidad de la fluorescencia verde y roj 
célula. Cada punto representa una célula única. Este gráfico de la fluorescencia 


verde (eje vertical) versus la fluorescencia roja (eje horizontal) para miles de 
células de bazo muestra que alrededor de la mitad de estas células T expresan 
tanto las proteinas CD3 como Thy 1.2 sobre su superficie (cuadrante superior 
derecho). Las células restantes, que presentan baja fluorescencia (cuadrante 
inferior izquierdo), expresan solo concentraciones basales de estas proteínas y 
son otros tipos de glóbulos blancos Nótese la escala logarítmica sobre ambos 


ejes. (Cortesia de Chengcheng Zhang, Whitehead Instituye 


células. Ejemplos claves son las capas tipo láminas del tejido epitelial, 
llamado epitelio, que cubre las superficies internas y externas de los 
órganos. En general, las diferentes superficies de una célula epitelial po- 
larizada se denominan superficie apical (parte superior), basal (parte 
inferior o base) y lateral (costado) (véase el Fig. 20-10). La superficie 


basal suele hacer contacto con la matriz extracelular subyacente deno- 


minada lámina basal, cuya composición y función se analiza en la Sec- 
ción 20-3. Las células epiteliales funcionan en el transporte específico 
de clases de moléculas a través de las láminas epiteliales; por ejemplo, 
el recubrimiento epitelial del intestino transporta nutrientes hacia el 
interior de la célula a través de la superficie apical y hacia afuera a la 
circulación sanguínea a través de la superficie basolateral. Cuando cre- 
cen sobre una superficie de plástico o vidrio las células epiteliales no 
pueden llevar a cabo esta función con facilidad. Por ende, se han dise- 
ñado recipientes especiales con una superficie porosa que actúa como 
la lámina basal a la cual se adhieren las células epiteliales y forman una 
lámina bidimensional uniforme (Fig. 9-4). Una línea celular cultivada 
que se utiliza con frecuencia derivada del epitelio de riñón de perro se 
llama Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells y suele utilizarse para 
estudiar la formación y función de las láminas epiteliales. 

Sin embargo, incluso una lámina bidimensional a menudo no 
permite que las células imiten por completo el comportamiento en su 
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FIGURA 9-4 Las células MDCK que crecen en recipientes especializados 
proporcionan un sistema experimental para el estudio de las células 
epiteliales. | as células MDCK forman un epitelio polarizado cuando crecen 
sobre una membrana porosa cubierta por un lado con colágeno y por el otro 
por componentes de la lámina basal. Aquí se muestra un disco especial de 
cultivo en el cual el medio a cada lado del filtro (lados apical y basal de mono- 
plano) puede manipularse experimentalmente y controlarse el movimiento de 
las moléculas a través de los planos. Varias interconexiones que comunican las 
células sólo se forman si el medio de crecimiento contiene Ca** suficiente 


ambiente normal. En la actualidad se han desarrollado métodos para 
cultivar células en tres dimensiones al proporcionarles un sostén infil- 
trado con componentes de la matriz extracelular. Si las células MDCK 
se cultivan en condiciones adecuadas, formarán una lámina tubular 
que imita un órgano tubular o el conducto de una glándula secretora. 
En las estructuras tridimensionales, el lado apical de la lámina epitelial 
recubre el lumen, mientras que el lado basal de cada célula está en con- 
tacto con la matriz extracelular (ig. 9-5). 


Las células híbridas llamadas hibridoma producen 
abundantes anticuerpos monoclonales 


Además de servir como modelo de investigación para estudios de 
función celular, las células cultivadas se pueden convertir en “fábri- 
cas” para la producción de proteínas específicas. En el Capitulo 5 se 
describió cómo la introducción de genes que codifican insulina, fac- 
tores de crecimiento y otras proteínas terapéuticas al interior de las 
células eucariontes o bacterias se puede usar para expresar y recupe- 


FIGURA EXPERIMENTAL 9-5 Las células MDCK pueden formar quistes 
en cultivo. (a) Las células MDCK que crecen en una matriz extracelular de 
soporte forman grupos de células que se polarizan para formar una única capa 
esférica de células con un lumen en el medio, llarnado quiste. (b) Al analizar la 


localización de proteimas que se encuentran en las membranas apicales rojo) y 
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rar estas proteínas (véanse las Figs. 5-31 y 5-32). Aquí considerare- 
mos el uso de células cultivadas especiales para generar anticuerpos 
monoclonales, que son herramientas experimentales ampliamente 
utilizadas en muchos aspectos de la investigación biológica celular. 
De manera creciente, se están utilizando en medicina para propó- 
sitos terapéuticos y de diagnóstico, como se analiza en los últimos 
capítulos. 

Para comprender el desafío de generar anticuerpos monoclonales, 
necesitamos brevemente repasar cómo se producen los anticuerpos 
de mamífero; más detalle se proporciona en el Capitulo 23. Recuérde- 
se que los anticuerpos son proteínas secretadas por los glóbulos blan- 
cos que se unen con gran afinidad a sus antígenos (véase la Fig. 3-19). 
Cada linfocito B normal productor de anticuerpo en un mamífero es 
capaz de producir un único tipo de anticuerpo que se puede unir a un 
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determinante o epítopo particular en una molécula de antígeno. Un 


epitopo es en general una región pequeña del antígeno por ejempl 

que consiste en solo unos pocos aminoácidos. Si el anna be mb . 
tado con un antígeno, los linfocitos B que sintetizan eri 
reconocen al antígeno son estimulados para proliferar y a 
anticuerpos. Cada linfocito B activado por antígeno forma un den 


de células en el bazo o en los nodos linfáticos, donde cada célula del 
clon produce anticuerpos idénticos, e 


s decir, un anticuerpo monoclo- 
nal. Debido a que la mayoría de los 


LI antígenos naturales contienen 
múltiples epítopos, la exposición de un animal a un antígeno suele 


estimular la formación de múltiples clones de linfocitos B diferentes 


cada uno de los cuales produce un anticuerpo específico diferente. 
La mezcla resultante de anticuerpos a p 


artir de los muchos clones de 
linfocitos B que reconocen diferentes epítopos en el mismo 
se dice que es policlonal. Tales anticuerpos policlonales circ 
sangre y pueden aislarse como un grupo. 

Aunque los anticuerpos policlonales son muy útiles, los anticuer- 
pos monoclonales son adecuados para muchos tipos de experimentos 
y aplicaciones médicas cuando se necesita un reactivo que se una solo a 
un sitio de una proteína, por ejemplo, uno que compita con un ligando 
sobre un receptor de superficie celular. Lamentablemente, la purifica- 
ción bioquímica de cualquier tipo de anticuerpo monoclonal a partir 
de la sangre no es factible por dos razones principales: la concentración 
de cualquier anticuerpo es muy baja, y todos los anticuerpos tienen la 
misma estructura molecular básica (véase la Fig. 3-19). 

Para producir y luego purificar anticuerpos monoclonales, prime- 
ro se necesita ser capaz de cultivar el clon de linfocito B apropiado. Sin 
embargo, los cultivos primarios de linfocitos B normales tienen utili- 
dad limitada para la producción de anticuerpos monoclonales debido 
a que poseen una vida media limitada. Por lo tanto, el primer paso 
para producir un anticuerpo monoclonal es generar células producto- 
ras de anticuerpo, inmortales (Fig. 9-6). Esta inmortalidad se logra al 
fusionar los linfocitos B normales obtenidos de un animal inmuniza- 
do con linfocitos inmortalizados, transformados, llamados células de 
mieloma que por sí solos no sintetizan ni los polipéptidos ligeros ni 
los pesados que constituyen todos los anticuerpos (véase la Fig. 3-19). 
El tratamiento con ciertas glucoproteínas virales o con polietilenglicol 
estimula las membranas plasmáticas de dos células para fusionarse, lo 
que permite que sus citosoles y orgánulos se entremezclen. Algunas de 
las células fusionadas sufren división y sus núcleos suelen coalescer, lo 
que produce células híbridas con un único núcleo que contiene cromo- 
somas de ambos “progenitores”. La fusión de dos células que son gené- 
ticamente diferentes puede producir una célula híbrida con caracterís- 
ticas nuevas. Por ejemplo, la fusión de una célula de mieloma con uta 
célula normal productora de anticuerpos del bazo de una rata E ratón 
produce un híbrido que prolifera para dar un clon quese denomina un 
hibridoma. Al igual que las células de mieloma, las células de a 
ma proliferan rápidamente y son inmortales. Cada hibridoma pro uce 
el anticuerpo monoclonal codificado por su linfocito B me , 

El segundo paso en este procedimiento para la pro | Pe ñ 
anticuerpos monoclonales es separar, O seleccionar, las célu 3 e hi- 
bridoma de las células progenitoras no fusionadas y las célu as pa 
fusionadas generadas por la reacción de fusión. Esta uo e 
realizarse mediante incubación de la mezcla de células en un me io e 

. : dio de selección, que permite el crecimien- 
cultivo especial, llamado mes : SES AUR 
to solo de las células de hibridoma debido a sus característic ! a 
Las células de mieloma usadas para la fusión llevan una mutación que 
bloquea una vía metabólica, de manera tal que un medio de selección 
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FIGURA 9-6 Uso de la fusión y selección de células para obtener 
hibridomas productores de anticuerpos monoclonales específicos 
contra una proteína. Paso llas células de mieloma inmortales que no 
pueden sintetizar purinas en condiciones especiales debido a que carecen de 
timidina-cinasa se fusionan con células del bazo productoras de anticuerpo 
normal de un animal que fue inmunizado con el antígeno X. Paso Fl: cuando se 
cultivan en o sobre un medio selectivo especial, las células fusionadas y las no 
fusionadas no proliferan: las células de mieloma mutante no crecen debido a 
que el medio selectivo no contiene purinas y las células del bazo, debido a que 
tienen un tiempo de vida limitado en cultivo. Así, solo las células fusionadas 
formadas a partir de una célula de mieloma y una célula de bazo sobreviven 
en el medio especial, y proliferan para producir clones llamados hibridomas. 
Cada hibridoma produce un único anticuerpo. Paso El: el análisis de los clones 
individuales identifica aquellos que reconocen al antígeno X. Después de que 
se ha identificado un hibridoma que produce el anticuerpo deseado, el clon se 
puede cultivar para obtener grandes cantidades del anticuerpo. 
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se puede usar para que sea letal para ellas y no los linfocitos de fusión 
que no tienen la mutación. En las células híbridas inmortales, el gen 
funcional del linfocito puede suministrar el producto génico ausente, 
y así las células de hibridoma serán capaces de crecer en el medio de 
selección. Debido a que los linfocitos usados en la fusión no están in- 
mortalizados, solo proliferarán rápidamente las células de hibridoma 
en el medio de selección y por lo tanto se las puede aislar rápidamente 
de la mezcla inicial de células. Finalmente, cada clon de hibridoma 
seleccionado luego es evaluado para la producción del anticuerpo de- 
seado; cualquier clon productor de ese anticuerpo luego es cultivado 
en cultivos grandes, a partir del cual se puede obtener una cantidad 
considerable de anticuerpo monoclonal. 

Los anticuerpos monoclonales se han tornado unos reactivos va- 
liosos como herramientas de investigación específica. Comúnmen- 
te se los utiliza en cromatografía de afinidad para aislar y purificar 
proteínas a partir de mezclas complejas (véase la Fig. 3-38c). Como 
se describirá más adelante en este capítulo, también se pueden utili- 
zar en microscopia de inmunofluorescencia para unir y, por lo tan- 
to, localizar una proteína particular dentro de las células. También 
se los puede utilizar para identificar proteínas específicas en fraccio- 
nes celulares con el uso de inmunotransferencia (véase la Fig. 3-39), 
Los anticuerpos monoclonales se han convertido en herramientas de 
diagnóstico y tratamiento importantes en medicina; por ejemplo, los 
anticuerpos monoclonales que se unen e inactivan toxinas secretadas 
por patógenos bacterianos son utilizados para tratar enfermedades. 
Otros anticuerpos monoclonales son específicos para las proteínas de 
la superficie celular expresadas por ciertos tipos de células tumorales. 
Diversos de estos anticuerpos antitumorales son ampliamente usados 
en la terapia contra el cáncer, incluidos los anticuerpos monoclonales 
contra una forma mutante del receptor Her2 que se sobreexpresa en 
algunos cánceres de mama (véase la Fig. 16-7). 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 9.1 


Crecimiento de células en cultivo 


* Las células animales deben cultivarse en condiciones que imiten el 
ambiente natural, que en general requiere del aporte de aminoácidos y 
factores de crecimiento necesarios. 


* La mayoría de las células animales necesitan adherirse a una superficie 
sólida para proliferar. 


* Las células primarias, aquellas aisladas directamente a partir de tejido, 
tienen un tiempo de vida finito. 


* Las células transformadas, al igual que aquellas que derivan de tumo- 
res, pueden crecer indefinidamente en cultivo. 


* Las células que pueden crecer indefinidamente se denominan una lí- 
nea celular. 


* Muchas líneas celulares son aneuploides, tienen un número diferente 
de cromosomas que los animales progenitores de los cuales derivan. 


* Diferentes células expresan distintas proteínas marcadoras sobre su 
superficie, las cuales pueden utilizarse para diferenciarlas. 
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AN : ntes contra las moléc 
+ Utilizando anticuerpos fluoresce parlar ulas de la su. 
perficie celular, un aparato llamado clasificador de células activado 
: élulas con diferentes 
fluorescencia puede separar las célu Marcadores de 


superficie. 


+ Para imitar el crecimiento en los tejidos, las células epiteliales suelen 
cultivarse en recipientes especiales que imitan su polaridad fung¡ Onal 
Las células también pueden cultivarse en matrices tridimensionales 
para reflejar con mayor precisión sus ambientes normales, 


* Los anticuerpos monoclonales, reactivos que unen un epítopo Sobre 
un antígeno, pueden ser secretados por células en cultivo llamadas h;. 
bridomas. Estas células híbridas se obtienen al fusionar una célula B 
productora de anticuerpo con una célula de mieloma inmortalizada 
y luego se identifican los clones productores del anticuerpo. Los anti- 
cuerpos monoclonales son importantes para la investigación básica y 
como agentes terapéuticos. 


9.2 Microscopia óptica: exploración 
de las estructuras celulares y visualización 
de las proteínas dentro de las células 


La existencia de las bases celulares de la vida se apreció por primera 
vez usando los microscopios ópticos. Desde entonces, el progreso en la 
biología celular ha sido paralelo y a menudo impulsado por los avan- 
ces tecnológicos en microscopia óptica (Fig. 9-7). Aquí analizaremos 
cada uno de estos principales desarrollos y cómo avanzó el estudio de 
los procesos celulares. Primero describiremos los usos básicos de un 
microscopio óptico para observar las células y estructuras sin tinción. 
Luego describiremos el desarrollo de la microscopia de fluorescencia y 
su uso para localizar proteínas específicas en células fijadas. Mediante 
el uso de técnicas de biología molecular para expresar una fusión entre 
una proteína de interés y una proteína naturalmente fluorescente, es 
posible rastrear la localización de proteínas específicas en las células vi- 
vas —una capacidad que reveló cómo es la dinámica de la organización 
de las células vivas—. En paralelo con estos avances en la preparación 
de especímenes, los avances ópticos posibilitaron amplificar y agudizar 
las imágenes proporcionadas por la microscopia de fluorescencia para 
revelar la estructura celular con una claridad sin precedentes. A partif 


de estos avances han surgido muchas tecnologías especializadas, y aqui 
se describirán algunas de las más importantes. 


La resolución del microscopio óptico es de 
alrededor de 0,2 Hm 


Todos los microscopios producen una ima 
pequeño, pero la naturaleza de la ¡ 
copio empleado y de la forma en 
copio compuesto, 
ne diversas lentes 


gen aumentada de un objelo 
magen depende del tipo de micro” 
que se prepara la muestra. El micro* 
usado en la microscopia óptica de campo claro, cont” 
' que amplifican la imagen de una muestra en estudio 
(Fig. 9-82). La amplificación total es un producto del aumento de > 
lentes individuales: si la lente objetivo, la lente más cercana a la mue 
tra, amplifica 100 veces (una lente x100, el máximo usado) y la lente % 
proyección, a veces llamada ocular, aumenta 10 veces, la amplificación 
total registrada por el Ojo humano o una cámara será de 1 000 vecé* 


mm 


(a) (b) 


FIGURA 9-7 Desarrollo del microscopio óptico. (a) Los microscopios 
primitivos, como el que utilizaba Robert Hooke en la década de 1660, utilizaba 
lentes o un espejo para iluminar la muestra. (b) Los microscopios ópticos 

en general y los de luz en particular se desarrollaron enormemente durante 

el siglo xix, y a mediados del xx eran comunes los microscopios altamente 


Sin embargo, la propiedad más importante de cualquier microsco- 
pio no es su aumento sino su poder de resolución, o resolución —la ca- 
pacidad para distinguir entre dos objetos ubicados uno muy cerca del 
otro—. El mero aumento de la imagen de una muestra no lleva a nada 
si la imagen es borrosa. La resolución de una lente de microscopia es 
numéricamente equivalente a D, la distancia mínima entre dos objetos 
que permite distinguirlos como tales. Cuanto más pequeño es el valor 
de D, mejor es la resolución. El valor de D está dado por la ecuación 


0,61A (9-1) 
N senal 


donde or es la apertura angular, o la mitad del ángulo de apertura del 
cono de luz que entra en la lente objetivo desde la muestra (véase la Fig. 
9-82), Nes el índice de refracción del medio entre la muestra y el obje- 
tivo (es decir, la velocidad relativa de luz en el medio en comparación 
con la velocidad en el aire), y A es la longitud de onda de la luz inciden- 
te. La resolución se mejora mediante el uso de longitudes de onda de 
luz más cortas (al disminuir el valor de A) o concentrando más luz (al 
incrementar N o 0). Las lentes para la microscopia de alta resolución 
están diseñadas para funcionar con aceite entre la lente y la muestra ya 
e de refracción más elevado (1,56, en compa- 
ración con 1,0 para el aire y 1,3 para el agua). Para papel el a 
Q,, y en consecuencia el senor, las lentes también se diseñan para e ocar 
muy cerca del cubreobjetos delgado que cubre la muestra. El término 
N sena se conoce como apertura numérica (AN) y suele estar oe 
en la lente objetivo. Una buena lente de alto aumento tiene una AN de 


alrededor de 1,4 y las mejores lentes un valor que se aproxima a los 1,7, 


y ¡cuesta tanto como UN automóvil mediano! Nótese que el aumento 
¡ 


no es parte de esta ecuación. 
Dell a las limitaciones €n los valores de 0, A y N sobre la base de 


las propiedades físicas de la luz, el límite de resolución de un microsco- 
ocios que utiliza luz visible es de alrededor de 0,2 jm (200 nm). 


que el aceite tiene UN índic 
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(c) 


sofisticados limitados solo por la resolución de la luz. (c) En la segunda mitad 

del siglo veinte se desarrollaron las técnicas de microscopía de fluorescencia y 
de imagen digital junto con las técnicas confocales para obtener la versatilidad 
de los microscopios actuales. (Parte [a] SSPL a través de Getty Images; parte [b] cortesia de Carl 


Zeiss Archive; parte [c] Zeiss.com) 


Sin importar cuántas veces se amplifique la imagen, un microscopio 
óptico convencional nunca puede resolver los objetos que están a me- 
nos de — 0,2 ¡rm de separación o mostrar detalles menores de — 0,2 jm 
de tamaño. Sin embargo, algunas sofisticadas tecnologías nuevas se han 
diseñado para “superar” esta barrera de resolución y pueden resolver 
objetos de solo unos pocos nanómetros de separación; en la última sec- 
ción analizaremos tal microscopio de superresolución. 

A pesar de esta falta de resolución, un microscopio convencional 
puede rastrear un solo objeto de hasta unos pocos nanómetros. Si co- 
nocemos el tamaño y la forma precisa de un objeto —es decir, una esfera 
de 5 nm de oro que está adherida a un anticuerpo a su vez unido a una 
proteína de la superficie celular sobre una célula viva— y si usamos una 
cámara para tomar múltiples imágenes digitales rápidamente, enton- 
ces una computadora puede calcular la posición promedio para revelar 
el centro del objeto de casi unos pocos nanómetros. De esta forma, 
los algoritmos informáticos se pueden usar para localizar los objetos 
únicos a un nivel más preciso —en este caso la localización y el movi- 
miento con el tiempo de una proteína de superficie marcada con un 
anticuerpo marcado con oro— lo que sería posible solo sobre la base de 
la resolución del microscopio óptico. Esta técnica se ha utilizado para 
medir niveles del tamaño de nanómetros como moléculas y vesículas 


que se mueven a lo largo de los filamentos del citoesqueleto (véanse las 
Figs. 17-29 y 17-30). 


La microscopia de contraste de fase y la de 


contraste de interferencia diferencial visualizan 
células no teñidas 


Las células constan de alrededor de un 70% de agua, 15% de proteína 
6% de RNA y cantidades más pequeñas de lípidos, DNA y moléculas 
pequeñas. Como ninguna de estas principales clases de moléculas está 


coloreada, se deben utilizar otros métodos para visualizar las células en 
un microscopio. 
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FIGURA 9-8 Los microscopios ópticos suelen estar configurados para 
microscopía de campo claro (transmisión), de contraste de fase y de 
epifluorescencia. (3) En un microscopio óptico típico, la muestra suele estar 
montada sobre un portaobjetos de vidrio transparente que se coloca sobre un 
soporte móvil. (b) En la microscopia Óptica de campo claro, la luz de una lám- 
para de tungsteno se enfoca sobre la muestra mediante una lente condensa- 
dora por debajo de la muestra; la luz sigue la trayectoria mostrada en amarillo 
(a) En la microscopía de contraste de fase, la luz incidente pasa a través de un | 
diafragma anular, el cual enfoca un anillo de luz sobre la muestra. La luz que 
pasa sin ser obstruida a través de la muestra es enfocada por la lente SEO 
sobre el anillo aris más grueso de la placa de fase, donde absorbe algo de la 
luz directa y altera su fase un cuarto de una longitud de onda. Si una muestra 
refracta (curva) o difracta la luz, se altera la fase de algunas ondas de luz (líneas 
verdes) y las ondas de luz pasan a través de la región clara de la placa de fase 
La luz refractada y la no refractada se vuelven a combinar en el plano de la 
imagen para formar la imagen. (d) En la microscopia epifluorescente, un haz de 
luz procedente de una lámpara de mercurio (lineas verdes) es dirigida hacia el 
filtro de excitación que permite pasar solo la luz de longitud de onda correcta 
(líneas verdes). A continuación, la luz se refleja fuera de un filtro dicroico y a 
través del objetivo que la enfoca sobre la muestra. La luz fluorescente emitida 
por la muestra (líneas rojas) pasa a través del objetivo, luego a través del espejo 
dicroico y es enfocada y registrada sobre el detector en el plano de imagen. 


El microscopio más simple visualiza las células bajo la óptica de 
campo claro (Fig. 9-8b) y se puede observar poco detalle (Fig. 9-9). Dos 
métodos comunes para tomar imágenes de células vivas y tejidos no 
teñidos para generar contraste se basan en las diferencias en los índices 
de refracción y el espesor de los materiales celulares. Estos métodos, 
denominados microscopia de contraste de fase y microscopía de contraste 
por interferencia diferencial (DIC, differential-interference-contrast) (o 
microscopio de interferencia de Nomarski) producen imágenes que 
difieren en apariencia y revelan diferentes características de la arqui- 
tectura celular. La Figura 9-9 compara imágenes de células cultivadas 
vivas obtenidas por estos dos métodos y por microscopia de campo 
claro estándar. Como los microscopios Ópticos son costosos, a menudo 
se los monta para que lleven a cabo diferentes tipos de microscopia en 
el mismo microscopio (véase la Fig. 9-8a-d). 

La microscopia de contraste de fase genera una imagen en la cual 
el grado de oscuridad O brillantez de una región de la muestra depende 


n visualizar mediante técnicas de 
ran contraste por interferencia. Estas microfoto- 
grafías muestran células de macrófagos cultivadas, vivas, visualizadas mediante 


microscopia de campo claro (izquier da). microscopía por contraste de fase 
(centro) y microscopia de contraste por interferencia diferencial (DIC) (derecha). 


En la imagen por contraste de fase, las células están rodeadas por bandas claras 


FIGURA 9-9 Las células vivas se puede 


microscopia que gene 


del índice de refracción de la región. La luz se mueve más lentamente en 


un medio de índice de refracción más alto. Por lo tanto, un haz de luz es 
asa desde un medio al interior de un 


refractado (curvado) una vez que p 
aleja. En un microscopio 


objeto transparente y nuevamente cuando se 
de contraste de fase se genera un cono de luz por un diafragma anular 
en el condensador que ilumina a la muestra (véase la 118. 9-80). La luz 
pasa a través de la muestra al objetivo, y la luz directa sin obstrucción 
pasa a través de una región de la placa de fase que transmite solo un 
pequeño porcentaje de la luz a la vez que cambia su fase levemente. La 
parte de una onda de luz que pasa a través de la muestra será refractada 
y estará fuera de fase (fuera de sincronía) con la parte de la onda que 
no pasa a través de la muestra. Cuánto difieren sus fases depende de la 
diferencia en el índice de refracción a lo largo de dos trayectorias y del 
espesor de la muestra. La luz refractada y la no refractada se vuelven 
a combinar en el plano de imagen para formar la imagen. Si las dos 
partes de la onda de luz se vuelven a combinar, la luz resultante será 
más brillante si están en fase o menos brillante si están fuera de fase. 
La microscopia por contraste de fase es adecuada para la observación 
de células únicas o capas de células muy delgadas pero no para tejidos 
gruesos. En particular es útil para analizar la localización y el movi- 
miento de orgánulos grandes en las células vivas. 

La microscopia DIC se basa en la interferencia entre la luz pola- 
rizada y es el método de elección para detalles extremadamente pe- 
queños y objetos gruesos. El contraste se genera por diferencias en el 
índice de refracción del objeto y el medio que lo rodea. En la imagen 
DIC, el objeto parece emitir una sombra sobre un lado. La “sombra” 
representa principalmente una diferencia en el índice de refracción 
de una muestra más que su topografía. La microscopia DIC define 
con facilidad los bordes de los orgánulos grandes, como el núcleo 
y las vacuolas. Además de tener un aspecto “relajado”, una imagen 
DIC es una sección óptica delgada, o lámina o loncha, a través del 
objeto (Fig. 9-9, derecha). Así, los detalles del núcleo en las muestras 
gruesas (p. ej., un gusano Caenorhabditis elegans intacto; véase la Fig. 
21-31) se pueden observar en una serie de tales secciones ópticas, y la 
estructura tridimensional del objeto se puede reconstruir mediante 
combinación de las imágenes individuales de DIC. 

Tanto la microscopia por contraste de fase como la DIC se pueden 
usar en microscopia a intervalos de tiempo, en la cual se fotografía la misma 


y oscuras alternadas, los detalles en foco y fuera de foco son proyectados de 
forma simultánea en un microscopio de contraste de fase. En una imagen por 
DIC, las células aparecen en un seudorrelieve. Debido a que solo se captura 

la imagen de una región fina en foco, una imagen DIC es una loncha óptica a 
través del objeto. (Cortesía de N Watson y J Evans) 
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célula a intervalos regulares de tiempo para generar una película. Este pro- 
cedimiento permite al observador estudiar el movimiento celular, lo que 
permite el control de la temperatura de la muestra y el ambiente adecuado. 


Las muestras se deben fijar, seccionar y teñir para 
obtener imágenes con detalles subcelulares 


Las células vivas y los tejidos en general carecen de compuestos que 
absorban la luz y por lo tanto son invisibles en un microscopio óptico. 
A pesar de que tales muestras se pueden visualizar mediante técnicas 
especiales recientemente descritas, estos métodos no revelan los deta- 
lles finos de la estructura. 

Las muestras para la microscopia electrónica y óptica suelen fijarse 
con una solución que contiene químicos que forman enlaces cruzados 
entre la mayoría de las proteínas y los ácidos nucleicos. El formaldehí- 
do, un fijador común, entrecruza los grupos amino con moléculas ad- 
yacentes; estos enlaces covalentes estabilizan las interacciones proteína- 
proteína y proteína-ácido nucleico y tornan insolubles y estables a las 
moléculas para posteriores procedimientos. Después de la fijación, una 
muestra de tejido para el examen por microscopia óptica se embebe 
en parafina y se la corta en secciones de alrededor de 50 um de espesor 
(Fig. 9-10a). Las células cultivadas que crecen sobre cubreobjetos de 
vidrio, como se describió antes, son lo suficientemente delgadas como 
para que puedan ser fijadas in situ y visualizarse por microscopia ópti- 
ca sin la necesidad de seccionarlas. 

Un paso final en la preparación de una muestra para microscopia 
óptica es teñirlas para visualizar las características principales de la cé- 
lula o el tejido. Muchos colorantes químicos se unen a las moléculas 
que tienen características específicas. Por ejemplo, las muestras histo- 
lógicas suelen teñirse con hematoxilina y eosina (“tinción H8E”). La 
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hematoxilina se une a los aminoácidos básicos (lisina y arginina) le 
muchas clases diferentes de proteínas, mientras que la eosina se Une 
a las moléculas de tipo ácido (como el DNA y las cadenas laterales de 
aspartato y glutamato). Debido a sus diferentes propiedades de unión, 
estos colorantes tiñen diversos tipos de células con suficiente diferencia 
para distinguirlas visualmente (Fig. 9-10b). Si una enzima cataliza Una 
reacción que produce un precipitado coloreado o de alguna Manera 
visible a partir de un precursor incoloro, la enzima se puede detectar 
en secciones celulares mediante sus productos de reacción coloreados, 
Tales técnicas de tinción, aunque alguna vez fueron bastante COMunes, 
han sido reemplazadas en gran medida por otras técnicas para Visuali. 


: : ibe a continuació 
zar proteínas particulares, COMO s€ describe a ación. 


La microscopia de fluorescencia puede 
localizar y cuantificar moléculas 
específicas en las células vivas 


Tal vez la técnica más versátil y poderosa para localizar moléculas 
dentro de una célula mediante microscopia óptica es la tinción fluo- 
rescente de células mediante microscopia de fluorescencia. Se dice que 
un químico es fluorescente si absorbe luz a una longitud de onda (la 
longitud de onda de excitación) y emite luz (fluoresce) a una longitud 
de onda específica y más larga. Los microscopios modernos para la ob- 
servación de muestras fluorescentes están configurados para pasar la 
luz de excitación a través del objetivo a una muestra y luego se observa 
selectivamente la luz fluorescente emitida que regresa a través del ob- 
jetivo desde la muestra. Esto se logra mediante reflexión de la luz de 
excitación sobre un tipo especial de filtro denominado espejo dicroico 
dentro de la muestra, lo que permite que la luz emitida a la longitud de 
onda más larga llegue hasta el observador (véase la Fig. 9-8d). 
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Portaobjetos del microscopio 


FIGURA 9-10 Los tejidos para la microscopía óptica en general se fijan, 
se embeben en un medio sólido y se cortan en secciones delgadas. (a) 
Un tejido fijado es deshidratado al sumergirlo en una serie de soluciones de 
agua y alcohol, Analizando con un solvente orgánico compatible con el medio 
en el cual está embebido. Para incluir el tejido para su posterior seccionamien- 
to, el tejido se coloca en parafina líquida para microscopia óptica. Después de 


que el bloque que contiene la muestre ha solidificado, se lo coloca sobre el 
soporte de un micrótomo y se cortan láminas con una cuchilla. Los cortes de 
las SECCIONES típicas Para MICroscopia Óptica son de 0,5a50 um de espesol. 
Las secciones se colocan sobre portaobjetos o rejillas y se tiñen con UN reactivo 


adecuado. (b) Una sección de intestino murino teñido con H8E. (Parte [b] 9D 
Gladden Willis/Visuals Unlimited/Corbis ; 
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FIGURA EXPERIMENTAL 9-11 Fura-2, un fluorocromo sensible al Ca2+, 
se puede utilizar para controlar las concentraciones relativas del Ca2+ 
citosólico en diferentes regiones de las células vivas. 200100 Fr 
eucocito en MOviMiento se establece un gradiente de Ca-* Las concentra 
ne 15 elevadas verde e e par ) 1 Ji 
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Determinación de las concentraciones de Ca** 
e H* intracelulares con colorantes fluorescentes 


sensibles a los iones 


La concentración de Ca?” o H* dentro de las celulas vivas puede ser 
medida con la avuda de colorantes fluorescentes, o fuorocromos, cuya 
fluorescencia depende de la concentración de estos 10nes. Como se 
analiza en los últimos capítulos, las concentraciones intracelulares de 


Cai" e H' tienen efectos pronunciados en muchos procesos celulares. 


Por ejemplo, muchas hormonas y otros estímulos causan una elevación 


en el Ca“? citosólico a parur de las concentraciones en reposo desde 
alrededor de 107 M hasta 10 * M, lo cual induce diversas respuestas 


celulares como la contracción muscular. 
lo y y » , 
El colorante fluorescente fura-2, que es sensible al Car *, contiene cin 
co grupos carboxilatos que forman uniones ésteres con el etanol. El éster 
lipofilo y puede difundirse desde el medio a traves de 


fura-2 resultante es 
1cia el interior de las celulas. Dentro del citosol, 


la membrana plasmática h 

) Os Y MIS O 
las esterasas hidrolizan el éster tura 2 y producen tura-2, cuyos grupos cal 
boxilatos libres tornan no lipofila a la molécula y. p: 


) z z "rmana 
de cruzar las membranas celulares, por ende, permane 
las, cada molécula de fura-2 puede 
ares. Esta unión, que es proporcional a 


rlo tanto, es Incapaz 
en en el citosol. En 
] » d | | unir un unico Jon 
el interior de las celu 


de Ca” pero no otros cationes celul 


la concentración de Ca“ citosólico en un 


2 a una longitud de onda particular 
de fura-2 es la misma que si estuviera unido 


cierto rango, incrementa la luo 

- tuna segunda lon 
rescencia de fura- 
gitud de onda, la fluorescencia 
al Ca”* y aporta una medida de | 


de la célula. Al examinar las célul 
imbios r 


a cantidad total de tura 2 en una región 


as continuamente cn el microscopio de 


f medir los € ápidos en la relación de la Huorescencia 
uorescencia y ¿ 


» de a, se pueden cuantificar los cambios 
de fura-2 a estas dos longitudes de onda, se | 


rápidamente en la fracción de fura-2 que tiene un ion Ca-* unido y, por lo 
tanto, en la concentración de Ca** citosólico (Fig. 9-11). 

Los colorantes fluorescentes (p. ej., SNARF-1) que son sensibles a 
la concentración de H* pueden ser usados de modo similar para con- 
trolar el pH citosólico de las células vivas. Otras sondas útiles consisten 
en un fluorocromo unido a una base débil que está solo parcialmente 
protonado a pH neutro y que puede permear libremente las membra- 
nas celulares. Sin embargo, en orgánulos de tipo ácido, estas sondas se 
tornan protonadas; debido a que estas sondas protonadas no pueden 
volver a cruzar la membrana de los orgánulos, se acumulan en el lumen 
a concentraciones mucho mayores que en el citosol. Así, este tipo de 
colorante fluorescente puede ser usado para teñir específicamente mi- 


tocondrias y lisosomas en las células vivas (Fig. 9-12). 


La microscopia de inmunofluorescencia puede 
detectar proteínas específicas en células fijadas 


Los colorantes químicos comunes mencionados anteriormente tiñen áci- 
dos nucleicos o clases amplias de proteínas, pero es mucho más informa- 
tivo detectar la presencia y localización de proteínas específicas. La micros- 
copia de mmninofluorescencia es el método más ampliamente utilizado para 
detectar proteinas específicas con un anticuerpo al cual se ha unido cova- 
lentemente un colorante fluorescente. Para realizar esto, usted necesita pri- 
mero generar anticuerpos contra su proteína especifica. Como se analiza 
brevemente en la Sección 9.1 y en detalle en el Capitulo 23, como parte de 
la respuesta a la infección del sistema inmunitario de vertebrados se gene- 


ran proteínas llamadas anticuerpos que se unen especificamente al agente 


FIGURA EXPERIMENTAL 9-12 Localización de los lisosomas y las mi- 
tocondrias en una célula endotelial de arteria pulmonar bovina viva, 
cultivada. 
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infeccioso. Los biólogos celulares han utilizado la respuesta inmunológica 
para generar anticuerpos contra proteínas específicas. Considere que usted 
ha purificado la proteína X y luego la inyecta en un animal experimental de 
manera tal que responde a la proteína como una molécula extraña. Duran- 
te un período de semanas, el animal montará una respuesta inmunitaria y 
sintetizará anticuerpos contra la proteína X (el “antígeno”). Si usted reco- 
lecta la sangre del animal, tendrá anticuerpos contra la proteína X mezcla- 
dos con los anticuerpos contra muchos otros diferentes antígenos, junto 
con todas las otras proteínas. Ahora usted puede unir covalentemente la 
proteína X a una resina y, usando cromatografía de afinidad, unir y retener 
selectivamente solo aquellos anticuerpos específicos contra la proteína X. 
Los anticuerpos se pueden eluir desde la resina, y ahora usted tiene un 
reactivo que se une específicamente a la proteína X. Este enfoque genera 
anticuerpos policlonales puesto que muchas células diferentes en el animal 
han contribuido a los anticuerpos. Alternativamente, como se describió al 
comienzo de este capítulo, es posible generar una línea celular clonal que 
secreta anticuerpos contra un epítopo específico sobre la proteína X; estos 
se denominan anticuerpos monoclonales. 

Para usar cualquier tipo de anticuerpo para localizar la proteína, las 
células o los tejidos primero se deben fijar para asegurar que todos los 
componentes permanezcan en el lugar y la célula permeabilizada le per- 
mita la entrada al anticuerpo, por lo general se realiza mediante incuba- 
ción de las células con un detergente no iónico o extrayendo los lípidos 
con un solvente orgánico. En una versión de la microscopia de inmu- 
nofluorescencia, el anticuerpo se une covalentemente a un fluorocromo. 
En general los fluorocromos que se utilizan incluyen rodamina y rojo 
Texas, que emite luz roja; Cy3, que emite luz anaranjada, y fluoresceína, 


Se prepara la muestra y se 
coloca sobre un portaobjetos 
del microscopio 


A 


M 

j ¿> A 
/ Ñ 
/ A 


se lava para eliminar los anticuerpos 


| Se incuba con el anticuerpo primario; 
no unidos 


conjugado con el fluorocromo; se lava 


| Se incuba con el anticuerpo secundario 
para eliminar el anticuerpo no unido 


Se monta la muestra y se observa 
en el microscopio de fluorescencia 


FIGURA 9-13 Una proteína específica se puede localizar en secciones 
de tejido fijadas por microscopia de inmunoflurescencia indirecta. Par: 
localizar una proteína por microscopia de inmunofluorescencia, una sección de 
tejido, o muestra de células, tiene que fijarse químicamente y tornar permeable 
a los anticuerpos (paso MI). La muestra luego se incuba con un anticuerpo pri- 
mario que se une especificamente al antígeno de interés y luego el anticuerpo 
no unido se elimina por lavados (paso BM). La muestra a continuación se incuba 
con un anticuerpo secundario marcado con fluorocromo que se une específ- 
camente al anticuerpo primario, y nuevamente el exceso de anticuerpo secun- 
dario se elimina por lavados (paso EJ). Luego la muestra se monta en un medio 
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erde. Cuando un complejo fluorocromo-anticuerpo Se 
añade a una célula permeabilizada O sección e tejido, el complejo sg 
unirá al antígeno correspondiente, ea E para sao cuando sea jly. 
minado por la longitud de onda excitatoria. La tinción de una Muestra 
con diferentes colorantes que fluorescen a diferentes longitudes de Onda 
permite a múltiples proteínas, como también al DNA, ser localizados 
dentro de la misma célula (véase la figura de apertura del capítulo), 

La variación más comúnmente utilizada de esta técnica se denomina 
microscopia de inmunofluorescencia indirecta puesto que al anticuerpo 
específico se detecta indirectamente. En esta técnica, un anticuerpo mo- 
noclonal o policlonal se aplica a las células o a la sección de tejido fijada, 
seguido por un segundo anticuerpo marcado con fluorocromo que se 
une al segmento constante (Fc) del primero anticuerpo, Por ejemplo, se 
puede generar un “segundo” anticuerpo por inmunización de una cabra 
con el segmento Fc que es común con todos los anticuerpos IgG de cone- 
jo; cuando estaba acoplada a un fluorocromo, esta segunda preparación 
de anticuerpo (denominada “anticuerpo de cabra anti-conejo”) detec. 
tará cualquier anticuerpo de conejo usado para teñir el tejido o célula 
(Fig. 9-13). Debido a que diversas moléculas de anticuerpo de cabra anti- 
conejo pueden unirse a una única molécula de anticuerpo de conejo en 
una sección, la fluorescencia suele ser mucho más brillante que si se usa 
directamente un único anticuerpo con fluorocromo acoplado. Esta téc- 
nica suele ampliarse para realizar microscopía de fluorescencia doblemente 
marcada, en la cual se pueden visualizar dos proteínas simultáneas. Por 
ejemplo, ambas proteínas se pueden visualizar por microscopia de in- 
munofluorescencia indirecta usando primero anticuerpos sintetizados 
en diferentes animales (p. ej., conejo y pollo) y el segundo anticuerpo 


que emite luz v 


Lámina 
propia Membrana 


lateral 


Borde 
en cepillo 


/ 


(ela 


zada en un microscopio de inmunofluorescencia (paso 
). En este ejemplo, se tiñó uma sección de pared intestinal de rata con azul de 
Evans, la cual genera una fluorescencia roja no específica, y GLUT2, una proté 
transportadora de glucosa, se | 
indirecta. Se obser 


especializado y anal: 
ina 
cia 
ocalizó por microscopia de inmunofluorescen 
va que GLUT2 está presente en la región lateral y basal de 
las células intestinales, pero está ausente en el borde en cepillo, compuesto 
por microvellosidades estrechamente empaquetadas sobre la superficie ae 
r t 3) > : ami sa 
orientada hacia el lumen. Los capilares se extienden a través de la lámina pro 
un tejido conectivo laxo ubicado por debajo de la capa epitelial. (8 ThorensY ms 


1990, Amr, ) Physiol 259:0279 cortesia de B Thorens. 


y 


Faloidina marcada con rodamina 
(fármaco conjugado con fluorocromo que 
se une a los filamentos de actina, rojo) 


/ 


Filamento de actina 


Anticuerpos primarios (conejo, negro) 
que reconocen los microtúbulos 
y los anticuerpos secundarios conjugados con 
el fluorocromo (de cabra anti- conejo, verde) 


FIGURA EXPERIMENTAL 9-14 La microscopia de fluorescencia doble- 
mente marcada puede visualizar las distribuciones relativas de dos 
proteínas. En la microscopia de fluorescencia doblemente marcada, cada 
proteina tiene que ser marcada especificamente con diferentes fluorocromos 
El diagrama a la izquierda muestra cómo se puede realizar esto. una célula cul- 
tivada se fjó y permeabilizó y luego incubó con faloidina marcada con rodam:- 
na, un reactivo que se une especificamente a los filamentos de actina También 
se incubó con anticuerpos de conejo contra tubulina, el principal componente 
de los microtúbulos, seguido por un segundo anticuerpo de cabra anticonejo 
marcado con fluoresceína (izquierda) y actina teñida con rodamina (derecha) y 
en el panel inferior se visualizan imágenes fusionadas electrónicamente (Parte 


iderecha] cortesia de A Bretscher 


(p. ej. anticonejo en cabra y antipollo en oveja) marcado con diferentes 
fluorocromos. En otra variación se puede visualizar una proteína por 
microscopia de inmunofluorescencia indirecta y la segunda proteína 
mediante un colorante que se une específicamente a él. Una vez que se 
toman las imágenes individuales en el microscopio de fluorescencia, se 
pueden generar sus imágenes electrónicamente (Fig. 9-14). 

En otra versión de esta tecnología ampliamente utilizada se emplean 
técnicas de biología molecular para sintetizar cDNA que codifica una 
proteína recombinante a la cual está fusionada una secuencia corta de 
aminoácidos llamada marcación con epítopo. Cuando este CDNA se ex- 
rará la proteína unida a una marca específica. 


prese en las células gene 
e son FLAG, que codifica la secuencia 


Dos epítopos que suelen utilizars | 
aminoacídica DYKDDDDK (código de una letra), y myc, que codifica la 
secuencia EQKLISEEDL. Los anticuerpos monoclonales acoplados con 
a los epítopos FLAG o myc comerciales se pueden usar 
na recombinante en la célula. En una extensión 
r la visualización de dos proteínas, una 


fluorocromos 
para detectar la proteí 
de esta tecnología para permitir la: 
proteína se puede marcar con FLAG Y 
Cada proteína marcada luego es visualizada con u r 
ticuerpo marcado con rodamina para elepltopo myc 
o con fluoresceína para el epítopo FLAG, 


otra proteína diferente con myc. 
n color diferente, por 


ejemplo, con un an 
y un anticuerpo marcad 


n con proteínas fluorescentes 


La marcació ' 
n de proteínas 


permite la visualizació 
específicas en células vivas 


esa una proteina fluorescente natural, 


La medusa Aequorea victoria expr Es 
(PEV, -27 kD). La PFV contiene una 


llamada proteína fluorescente verde 
secuencia de serina, tirosina y glicina cuyas cadenas laterales espontá- 


neamente se ciclan para formar un cromóforo que fluoresce en verde 
cuando se lo ilumina con luz azul. Usando tecnologías de DNA recom- 
binante es posible construir un DNA en el cual la secuencia codificada 
de PFV esté fusionada a la secuencia codificante de una proteína de in- 
terés. Cuando se la introduce y se expresa en las células, se sintetiza una 
PFV “marcada” en la cual la proteína de interés está unida en forma co- 
valente a la PFV como parte del mismo polipéptido. Aunque la PFV es 
una proteína de tamaño moderado, la función de la proteína de interés 
no suele cambiar al ser fusionada a la PFV. Esto permite visualizar a la 
PFV y, en consecuencia, la proteína de interés. No solo se puede visua- 
lizar de inmediato la localización de la proteína marcada con PFV, sino 
que se puede ver su distribución en una célula viva con el transcurso 
del tiempo y, por lo tanto, analizar su dinámica o seguir su localización 
después de diversos tratamientos celulares. La simple idea de marcar 
proteínas específicas con PFV ha revolucionado la biología celular y 
llevó al desarrollo de muchas proteinas fluorescentes diferentes (Fig 
9-15). Un uso de esta variedad colorida de proteínas fluorescentes per- 
mite que se puedan visualizar dos o más proteínas de manera simultá- 
nea si cada una es marcada con una proteína fluorescente de diferente 
color. En las últimas secciones se describirán técnicas adicionales que 
aprovechan el uso de las proteinas fluorescentes. 


La microscopia confocal y de desconvolución 
amplifica la visualización de objetos fluorescentes 
tridimensionales 


La microscopía fluorescente convencional tiene dos principales limi- 
taciones. Primero, la luz fluorescente emitida por una muestra no solo 


proviene del plano de foco sino también de las moléculas por encima y 
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FIGURA 9-15 En la actualidad se dispone de muchos colores diferentes 
de on fluorescentes. (3 
nombres € 


) Los tubos muestran la emisión de colore: 


> muchas proteinas fluorescentes diferentes, y (b) se ilumina una 


por debajo de él; así, el observador ve una imagen borrosa causada por 
la superposición de imágenes fluorescentes de las moléculas a muchas 
profundidades en la célula. El efecto difuminado torna dificultosa la 
determinación de las disposiciones moleculares reales. Segundo, para 
visualizar muestras de mayor espesor se deben obtener imágenes con- 
secutivas (seriadas) a diversas profundidades a través de la muestra y 
luego alinearlas para reconstruir estructuras en el tejido grueso origi- 
nal. Se han desarrollado dos técnicas generales para obtener informa- 


FIGURA EXPERIMENTAL 9-16 La microscopia de fluorescencia por 
desconvolución produce secciones ópticas de alta resolución que 
pueden ser reconstruidas en una imagen O Un macrófago 


se tiñó con reactivos marcados con fluorocromo específicos para DNA (azul 


microtúbulos (verde) y microflamentos de actina (rojo). Las series de imágene: 


fluorescentes obtenidas en planos focales consecutivos (secciones ópticas) a lo 
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(b) 


placa de agar para mostrar las bacterias que proliferan y expresan diversa: 


proteina r lores fluorescentes diferentes. (f 


ción tridimensional de alta resolución. Ambos métodos requieren que 
la imagen sea obtenida electrónicamente de manera tal que se la pueda 
manipular mediante ordenador en la medida de lo necesario. 

La primera técnica se denomina microscopía de desconvolución, que 
utiliza métodos computarizados para eliminar la fluorescencia aporta- 
da por las partes fuera de foco de la muestra. Considere una muestra 
tridimensional en la cual se registran imágenes de tres planos focales 
diferentes. Debido a que se ilumina la muestra entera, la imagen del 


largo de loda la celula se mbinaron en tres dimensiones. (a) En esta recon 

trucción tridimensional de las Imágenes en bruto, el DNA, los microtúbulos Y la 

actina aparecen como zonas difusas en la célula. (b) Después de la aplicació ed 

Jel algoritmo de desconvolución a las imágenes, se tornó rápidamente visible 
a en las 


la organización fibrilar de los microtúbulos y la localización de la acun 


adhesiones resia de J Evans, Whitehead Institute 


y 


my 


AA 


plano 2 contendrá fluorescencia fuera de foco de los planos 1 y 3. Si se 
conoce con exactitud cómo los planos 1 y 3 contribuyen con la “o 
cencia fuera de foco a la luz recolectada por el plano 2, se la podría eli- 
minar mediante técnicas informáticas. Para obtener esta información 
para un microscopio particular se obtiene una serie de imágenes de 
los planos focales a partir de un portaobjetos de prueba que contiene 
diminutas esferas fluorescentes. Cada esfera representa un puntito de 
luz que se torna un objeto borroso fuera de su plano focal; a partir de 
estas imágenes se determina una función de dispersión puntual que le 
permite al investigador calcular la distribución de fuentes puntuales 
de fluorescencia que contribuyen al “desenfoque borroso”. Al tener el 
microscopio calibrado de esta manera, la serie experimental de imáge- 
nes se puede desconvolucionar por técnicas informáticas. Las imágenes 
restauradas por desconvolución muestran un detalle impresionante sin 
borrosidad, como se ilustra en la Figura 9-16. 

La segunda técnica para obtener información tridimensional se 
denomina microscopia confocal debido a que usa métodos ópticos 
para obtener imágenes de un plano focal específico y excluir la luz de 
otros planos. Al recolectar una serie de imágenes enfocadas a través 
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FIGURA 9-17 Las trayectorias de la luz para dos tipos de microsco- 


pia confocal. Ambos tipos de microscopia se ensamblan alrededor de un 


microscopio de fluorescencia convencional (sombreado amarillo). El diagrama 
un microscopio confocal de barrido 


( a 
en (a) describe el recorrido de la luz 
láser. Un único punto de longitud de onda de la luz de un láser apropiado es 


reflejado fuera del espejo dicroico y A me de 
allí a través del objetivo para iluminar un punto en ca pr e pi 
barrido se balancean hacia atrás y hacia delante de cell Aaa ne 

la muestra (véanse las líneas verdes en la muestra) La «soon -. sm 
por la muestra pasa de regreso a través del objetivo a 9) a des mc 
de barrido sobre el espejo dicroico pie de l yo de foco, por lo 
la rendija. Esta rendija excluye la luz de los planos foca En o lisivament del 
tanto la luz que alcanza el fotomultiplicador proviene € 


de la profundidad vertical de la muestra, se puede generar una repre- 
sentación tridimensional por computación. En la actualidad se utili- 
zan dos tipos de microscopios confocales, un microscopio confocal 
de barrido (también conocido como microscopio confocal de escáner 
con láser, o LSCM [laser-scanning confocal microscope]) y un micros- 
copio confocal de disco giratorio. La idea detrás de cada microscopio 
es la de iluminar y recolectar la luz fluorescente emitida en solo una 
zona del plano focal en cada momento, de tal forma que se excluya 
la luz fuera de foco. Esto se puede lograr al recolectar la luz emitida a 
través de un colimador antes de que alcance el detector -luz del plano 
focal que pasa a través, mientras que la luz de los otros planos foca- 
les se excluye en gran medida—. La zona iluminada luego es movida 
a través del plano focal para construir la imagen electrónicamente. 
Los dos tipos de microscopio difieren en cómo recorren la imagen. El 
microscopio de barrido con láser usa una fuente de luz láser puntual 
en un patrón de barrido, con la fluorescencia emitida recolectada por 
un tubo fotomultiplicador y, por lo tanto, se construye una imagen 

(Fig. 9-17a). A continuación, se puede tomar una serie de imágenes 

a diferentes profundidades en la muestra para generar una recons- 


(b) Microscopio confocal de disco giratorio 
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punto iluminado en el plano focal Una computadora luego incorpora estas 
señales y reconstruye la imagen. El diagrama en (b) describe el recorndo de la 
luz en un microscopio confocal de disco giratorio. Aquí, en lugar de utilizar dos 
espejos de barrido, el haz proveniente del láser es diseminado para enfocar 
sobre los orificios diminutos en un disco giratorio. La luz de excitación pasa a 
través del objetivo y proporciona ilurninación puntual de una cierta cantidad 
de puntos en la muestra La fluorescencia emitida pasa a través del objetivo, a 
través de los orificios en el disco giratorio y luego rebota en una cámara digita! 
sensible. Los orificios diminutos en el disco están dispuestos de tal manera que, 
a medida que giran, rápidamente ilurmnan todas las partes de la muestra varias 
veces. Como el disco gira rápidamente, por ejemplo a 3 000 rpm, se pueden 
registrar acontecimientos rmuy dinámicos en las células vivas 
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(a) Microscopia de fluorescencia convencional 


Plano focal , — Volumen 
—— — - | de la imagen 


FIGURA 9-18 La microscopia confocal produce una sección óptica enfo- 
cada a través de células gruesas. Un huevo fecundado mitótico de un erizo 
de mar (Psammechinus) se lisó con un detergente, se expuso a un anticuerpo 
con antitubulina y luego se expuso a un anticuerpo marcado con fluoresceína 
que se une al anticuerpo antitubulina. (a) Cuando se visualiza mediante mi- 
croscopia de fluorescencia convencional, el huso mitótico está borroso. Esto se 


trucción tridimensional. Un microscopio confocal de barrido puede 
aportar imágenes con una resolución excepcionalmente alta, tanto 
bidimensional como tridimensional (Fig. 9-18), aunque tiene dos 
limitaciones menores. Primero, requiere un tiempo considerable es- 
canear cada plano focal, por lo tanto, si se está tomando la imagen de 
un proceso dinámico, el microscopio puede no ser capaz de obtener 
las imágenes lo suficientemente rápido como para seguir la dinámica. 
Segundo, se ilumina cada punto con luz láser intensa que puede blan- 
quear al fluorocromo del que se está tomando la imagen y, por ende, 
limita el número de imágenes que se puede obtener. 

El microscopio confocal de disco giratorio elude estos dos proble- 
mas (véase la Fig. 9-17b). La luz de excitación de un láser se disemina 
e ilumina una pequeña parte del disco giratorio a alta velocidad, por 
ejemplo a 3 000 rpm. El disco en realidad consiste en dos discos uni- 
dos: uno con 20 000 lentes que enfocan en forma precisa la luz láser 
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debe a que se detecta la fluorescencia de fondo de la tubulina que se encuen- 
tra por encima y por debajo del plano focal como se esquematiza en el dibujo 
(b) La imagen microscópica confocal es más nítida, en particular en el centro 
del huso mitótico. En este caso, la fluorescencia es detectada solo a partir de las 
moléculas que se encuentran en el plano focal, generando una sección óptica 
muy delgada. (Microfotografias de J G. White y cols, 1987, J. Cell Biol 104:41) 


sobre 20 000 orificios diminutos en el segundo disco. Los orificios están 
dispuestos de tal forma que pueden escanear completamente el plano 
focal de la muestra varias veces con cada vuelta del disco. La luz fluo- 
rescente emitida regresa a través de los orificios del segundo disco y es 
reflejada por un espejo dicroico y enfocada sobre una cámara digital de 
alta sensibilidad. De esta forma, la muestra es escaneada en menos de 
un milisegundo y, por ende, se puede capturar incluso la localización 
en tiempo real del informador fluorescente si es altamente dinámico 
(Fig. 9-19), Una limitación actual de un microscopio de disco girato- 
rio es que el tamaño de los orificios es fijo y tiene que coincidir con el 
aumento del objetivo, por lo tanto, en general está configurado para 
ser usado con un objetivo 63x o 100x y es menos útil para imágenes 
de menor aumento que podría ser necesario para secciones tisulares. 
Así, los microscopios confocales de barrido y de disco giratorio tienen 
ventajas que se superponen y se complementan. 


¿9 VIDEO: Dinámica de los microtúbulos en levaduras en fisión 
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FIGURA EXPERIMENTAL 9-19 Se pueden obtener las dinámicas de los 
microtúbulos sobre el microscopio confocal de disco giratorio. Seis to- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 9-20 Se pueden tomar imágenes de las mues- 
tras fluorescentes en un plano focal restringido mediante microscopia 
por reflexión interna total (TIRF). (a) En la microscopia TIRF solo se iluminan 
alrededor de 50 a 100 nm adyacentes al cubreobjetos por lo que las molécu 
las fluorescentes en el resto de la muestra no son excitadas Ésta iluminación 
limitada es alcanzada dirigiendo la luz en un ángulo tal que ésta se refleje a 
partir de la interfase vidrio-agua del cubreobjetos en lugar de pasar a través de 
él Mientras más luz se refleja, también se genera una región muy pequeña de 
Iluminación llamada onda evanescente (mostrada en celeste). (b) La microsco 
pia de inmunofluorescencia con anticuerpo antitubulina se ha utilizado para vi 
sualizar microtúbulos por microscopía de fluorescencia convencional (recuadro 
superior), TIRF (recuadro del centro) y una imagen combinada. 5e obtuvieron 
las dos imágenes y se las coloreó en forma falsa de rojo y verde de manera Lal 
que la combinación resaltara entre los microtubulos que están cerca del cubre- 


objetos (verde). (Parr B Mannmevifle y cols, 2010 eifo! VO1:15E 


La microscopia TIRF proporciona una imagen 
excepcional en un solo plano focal 


Los microscopios confocales recientemente descritos proporcionan 
imágenes sorprendentes e informativas. Sin embargo, no son perfectos, 
y algunas situaciones experimentales requieren imágenes fluorescentes 
en un plano focal delgado adyacente a una superficie. Por ejemplo, la 
imagen confocal no es ideal para explorar los detalles de las proteínas 
en sitios de adhesión entre una célula y un cubreobjetos o para seguir la 
nsamblado de microtúbulos adheridos a un cubreobjetos. 
nes de alta sensibilidad de ambas situaciones 
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excepcional para la identificación de estructuras en la base de las células 
y, por ende, cerca del cubreobjetos (Fig. 9-20b) y para la medición de 
las cinéticas del ensamblaje y desensamblaje de las estructuras como 
los microtúbulos y los filamentos de actina (véanse los Caps. 17 y 18). 


FRAP revela la dinámica 
de los componentes celulares 


Las imágenes fluorescentes de células vivas revela la localización y las 
dinámicas centrales de las poblaciones de moléculas fluorescentes, poro 
no dice nada acerca de cómo es la dinámica individual de las moléculas. 
Por ejemplo, si vemos que una proteína marcada con PEV forma una 
mancha en la superficie de una célula, ¿representa esto un conjunto 
estable de moléculas de proteima fluorescentes que entran y salen de 
la mancha? Se puede investigar esta cuestión al observar las dinámicas 
de las moleculas en la mancha (Fig, 9-21). Si utilizamos moléculas de 
alta intensidad para blanquear el fluorocromo (p. e)., PFV) solo en la 
mancha, inicialmente no habrá fluorescencia proveniente de él y apa- 
recerá oscuro en el microscopio de fluorescencia. Sin embargo, si los 
componentes en la mancha están en equilibrio dinámico con las molé 
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FIGURA EXPERIMENTAL 9-21 La recuperación de la fluorescencia 
después del fotoblanqueamiento (FRAP) revela las dinámicas de las 
moléculas. En una célula viva, el seguimiento de la distribución de una 
proteína marcada con PFV proporciona una visión de la distribuc ión general 
de la proteína, pero no dice nada acerca de cómo podrían ser las poblaciones 
dinámicas de las moléculas individuales. Esto se puede determinar por FRAP. 
(a) En esta técnica, la señal PFV esta blanqueada por un pulso breve de luz láser 
fuerte enfocada sobre la región de interés (ROI). Esto rápidamente blanquea 
las moléculas de manera irreversible; por ende, no se detectan nuevamente. La 


culas sin blanquear, la fluorescencia comenzará a retornar. La velocidad 
de recuperación de la fluorescencia es una medida de la dinámica de 
las moléculas. Esta técnica, conocida como recuperación de la fluores- 
cencia posterior al fotoblanqueamiento (FRAP, fluorescence recovery after 
photobleaching), ha revelado cuán dinámicos son muchos de los com- 
ponentes en las células. Por ejemplo, se ha utilizado para determinar 
el coeficiente de difusión de las proteínas de membrana (véase la Fig. 
10-10), las dinámicas de componentes específicos de la vía secretora. 
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restauración de la fluorescencia a la región representa las moléculas que no se 
blanquearon y se movieron dentro de la ROI. (b) La movilidad de los receptores 
de serotonina-PFV sobre la superficie celular se observó usando FRAP. Se sigue 
la fluorescencia en dos regiones -una que está blanqueada (región 1) y una 
región control que no lo está (región 2)-. (c) Al cuantificar la recuperación, 

se pueden establecer las propiedades dinámicas del receptor de serotonina. 
(Parte [b] de S. Kalipatriapu, 2007, Membrane Organization and Dynamics of the Serotonin 1A Recepto! 
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FRET mide la distancia entre los cromóforos 


La microscopia de fluorescencia también se puede utilizar para de 
terminar si dos proteínas interactúan in vivo empleando una técnica 
llamada transferencia de energía de resonancia de Forster (FRET, qe 
ter resonance energy transfer). Esta técnica utiliza dos proteínas fluo- 
rescentes en las cuales la longitud de onda de emisión de la primer 
es la misma que la longitud de onda de excitación de la segunda (ño 
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9-22). Por ejemplo, cuando la proteína fluorescente turquesa (CFP, 
cyan fluorescent protein) es excitada con luz de longitud de onda de 440 
nm, fluoresce y emite luz a 480 nm. Si la proteína fluorescente amarilla 
(YFP, yellow fluorescent protein) está en las cercanías, absorberá la luz 
de 480 nm y emitirá a 535 nm. La eficiencia de transferencia de energía 
es proporcional a R*, donde R es la distancia entre los fluoróforos —es 
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FIGURA 9-22 Las interacciones proteína-proteína se pueden visuali- 
zar por FRET. La idea detrás de FRET es utilizar dos proteinas fluorescentes 
diferentes de manera tal que cuando una se excita, su emision excitara a la 
segunda proteína fluorescente lo que probará que se enc uentran lo suficien 
temente cerca (recuadro superior) En este ejemplo la proteina fluorescente 
turquesa (CFP cyan fluorescent protein) se fusiona a la proteina X, la proteína 
fluorescente amanllo (YPF, yellow Ñuorescent protein) se fusiona a la proteina Y, 
y ambas proteínas se expresan en una célula viva. 51 la celula se ilumina ahora 
con luz a 440 nm. la CFP emitirá una señal fluorescente a 480 nm. Si YFP no está 
cerca. no absorberá la luz 480 nm y no se emitirá luz a 535 nm. Sin embargo, si 
la proteina X interactúa con la proteína Y (como se muestra), traera a CPP cerca 
de YFP la luz emitida a 480 nm será capturada por YFP y ésta emitira luza 535 
nm (b) En este broblasto, FRET se ha utilizado para revelar que la interacción 
entre una proteína reguladora activa (Rac) y su patrón de unión se localiza en 
la parte delantera de la célula en migración (Parte [b] de R E Sekar y Periasarmy, 2003, / 
160:0)9 


por lo tanto muy sensible a los cambios pequeños en distancia y, en 
la práctica, no es detectable a > 10 nm-. Así, al iluminar una muestra 
apropiada con luz a 440 nm y observarla a 535 nm, se puede decir si las 
proteínas marcadas con CFP e YEP se encuentran en una proximidad 
muy cercana. Por ejemplo, los sensores de FRET han sido desarrolla- 
dos para determinar dónde se produce la señalización celular entre una 
proteína de unión a GTP y su efector (Fig. 9-22b). 

Una versión modificada de esta técnica se puede usar para medir 
los cambios conformacionales en una proteína. Por ejemplo, se ha dise- 
ñado un sensor llamado cameleón para medir la concentración de Ca”* 
intracelular. Cameleón consiste en un único polipéptido que contiene 
CFP e YFP unidos por una pieza de polipéptido capaz de unir Ca”* 
(Fig. 9-23a). En ausencia de Ca?*, la CFP y la YFP no se encuentran lo 


FIGURA EXPERIMENTAL 9-23 Los biosensores FRET detectan los 
ambientes bioquímicos locales. (a) Un biosensor de FRET es una proteina 
de fusión que contiene dos proteínas fluorescentes unidas por una región 
sensitiva al ambiente en estudio. En este ejemplo, una construcción llamada 
cameleón consiste en CFP unida a YFP mediante una secuencia basada en la 
proteina calmodulina que Jufre un gran cambio « onformacional cuando une 
Ca?* En ausencia de Ca?*, las dos proteínas están lo suficientemente separadas 
para expermentar FRET, mientras que cuando se incrementa la concentracior 
local de Ca-*, éstas se juntan lo suficiente como para expenmentar FRE 

Un ejemplo del uso de cameleón revela la oscilación en las concentraciones 
locales de Ca-* en el extremo de una raiz de Arabidopsis en Crecimiento, Farre 1 
le O E onshausen y 903 Py! VAT LOA 
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suficientemente cerca para que se produzca la FRET. Sin embargo, en 
presencia de una concentración local adecuada de Ca**, el camelcón 
se une al Ca**y experimenta un cambio conformacional que acerca 
a CFP y a YFP en una proximidad cercana para que se produzca la 
FRET. Los sensores tales como cameleón se pueden usar para medir la 
concentración de Ca** en las células vivas, por ejemplo en la punta de 
una raíz en crecimiento (Hig. 9-23b). Los investigadores creativos están 
desarrollando sensores FRET para iluminar muchos tipos diferentes de 
ambientes locales; por ejemplo, es posible hacer una sonda que experi- 
mente FRET solo cuando es fosforilada por una cinasa específica y, de 
esta torma, revelar dónde se localiza la cinasa activa en la célula. 


La microscopia de superresolución puede localizar 
proteínas de hasta el nanómetro de precisión 


Como se mencionó al comienzo, el límite de resolución teórico de la 
microscopia de fluorescencia es de alrededor de 0,2 hm (200 nm). Para 
comprender por qué esto es así, considere dos estructuras fluorescentes 
separadas por 100 nm. Cuando usted trata de imaginarlas, cada una 
de ellas genera una distribución gaussiana de la fluorescencia, la cual 
se superpone de tal forma que parecen ser una sola estructura. Se han 
desarrollado nuevos métodos para resolver este problema, uno de los 


cuales se denomina mucroscopia de localización fotoactivada (PALM 


photo-activated localization mieroscopy). Se basan en la capacidad de 
una variante de PFV para ser fotoactivada; es decir, solo se torna fluo- 
rescente cuando es activado por una longitud de onda de luz especí. 
fica, diferente de su longitud de onda de excitación. Considere lo que 
sucedería si usted pudiera activar solo una molécula de PFV. Cuando 
se excita la muestra, la PFV activada podría emitir muchos cientos de 
fotones, lo que originaría una distribución de Gauss (Fig. 9-244). Aun. 
que el análisis de cada fotón no dice con precisión dónde se encuentra 
la PFV, el centro de la espiga puede informarle dónde se localiza la PEy 
con precisión nanométrica. Si usted ahora activa otra PFV, puede loca- 
lizarla individualmente con la misma precisión. En PALM se activa un 
pequeño porcentaje de las PFV y cada una puede ser localizada indivi- 
dualmente con alta precisión, y después se activa y localiza otro grupo, 
y así, con el registro de ciclos adicionales de activación y localización, 
se obtiene una imagen de alta resolución. Por ejemplo, la distribución 
tridimensional de los microtúbulos se puede visualizar con mucha ma- 
yor claridad que con cualquier otro método de microscopia óptica (Fig, 
9-24b) y se puede visualizar con notable detalle una fosita recubierta 
con clatrina -de alrededor de 100 nm de diámetro (Fig. 9-24c)-. Estos 
tipos de imágenes pueden requerir hasta una hora para generase, por 
lo tanto se restringen a imágenes fijadas y en la actualidad no se pueden 
usar para imágenes de proteínas en células vivas. 


(a) FIGURA EXPERIMENTAL 9-24 La microscopia de superresolución puede generar 
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imágenes de con microscopio óptico con una resolución del orden del nanómetro. La 
resolución teórica del microscopio óptico se puede eludir mediante microscopia de superreso- 
lución, donde las moléculas únicas se pueden proyectar de manera individual o por separado 
para generar una imagen Una versión de esta tecnología proyecta proteínas fusionadas a 
la PFV fotoactivable en muestras fijadas (a) Cuando una PFV es activada y luego excitada, 
emitirá miles de fotones que se pueden recolectar Esto genera una curva gaussiana centrada 
alrededor de la localización de la PFV que emite, el centro proporciona la localización de la 
PFV hasta la precisión del nanómetro. Este proceso es reiterado cientos de veces hasta excitar 
otras moléculas de PFV y surge una imagen de alta resolución, (b) Una imagen confocal de los 
microtúbulos (izquierda) se compara con su imagen de superresolución correspondiente (dere- 
cha) en la cual las configuraciones tridimensionales de los microtúbulos están codificados por 
color (c) Se muestra la naturaleza circular de una fosa recubierta con clatrina (analizada en el 

1¡p. 14) =una imagen confocal de esta estructura podría aparecer como dos puntos brillantes 
sin Cualquier detalle visible— ¿Partes [b] y 1c] de B Huana y col: 


2008, Sence 319:310-813 ) 
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CONCEPTOS CLAVE de la Sección 9.2 


Microscopia óptica: exploración de las estructuras 


celulares y visualización de las proteínas dentro de 
las células 


* La resolución del microscopio óptico, alrededor de 0,2 um, está limi- 
tada por la longitud de onda de la luz. 


* Debido a que la mayoría de los componentes celulares no están colo- 
reados, la diferencia en el índice de refracción se puede usar para obser- 
var partes de células únicas utilizando microscopia de contraste de fase 
y de interferencia por contraste. 


* En general, los tejidos deben fijarse, cortarse y teñirse para poder ob- 
servar las células y estructuras subcelulares. 


* La microscopia de fluorescencia utiliza compuestos que absorben la 
luz a una longitud de onda y la emiten a una longitud de onda más 
larga. 


* Los colorantes fluorescentes sensibles a iones pueden medir las con- 
centraciones intracelulares de los iones, como el Ca*”*. 


* La microscopia de inmunofluorescencia utiliza anticuerpos para loca- 
lizar componentes específicos en las células fijadas y permeabilizadas. 


* La microscopia de inmunofluorescencia indirecta utiliza un anticuer- 
po primario no marcado, seguido por un anticuerpo secundario mar- 
cado en forma fluorescente, que reconoce al primario y le permite ser 
localizado. 


* Los marcajes con epítopos que codifican una secuencia corta pueden 
ser añadidas a una secuencia que codifica una proteína para permitir 
la localización de la proteína expresada usando un anticuerpo contra 


la marca de epítopo. 


+ La proteína fluorescente verde (PFV) y sus derivados son proteínas 
que se producen naturalmente. 


+ La fusión de la PFV a una proteína de interés permite que su localiza- 
ción y la dinámica sean exploradas en una célula viva. 


- La microscopia de desconvolución y la confocal proporcionan gran 
mejoría en la claridad de las imágenes fluorescentes al eliminar la luz 


fluorescente fuera de foco. 


+ La microscopia por reflexión interna total (TIRF) permite que mues- 
tras fluorescentes adyacentes en un portaobjetos sean vistas con gran 


claridad. 


* La recuperación de la fluorescencia después del fotoblanqueamiento 
(FRAP) de una proteína de fusión PEV permite analizar la dinámica de 


la población de moléculas. 


« La transferencia de energía de resonancia Fórster (FRET) es una téc- 
nica en la cual la energía lumínica es transferida desde una proteína 
fluorescente a otra cuando las proteínas están muy cerca, y revela así 
cuando dos moléculas están cerca en la célula. 


e superresolución permite visualizar imágenes fuo- 


+ La microscopia d 
s con resolución del orden del nanómetro. 


rescentes detallada 


9.3 Microscopia electrónica: imagen de alta 
resolución 


La microscopia electrónica de muestras biológicas, como las proteínas 
únicas, los orgánulos, las células y los tejidos, ofrece una resolución de 
las ultraestructuras mucho mayor de lo que se puede obtener mediante 
microscopia óptica. La longitud de onda de electrones significa que el 
límite de resolución para un microscopio electrónico de transmisión 
es teóricamente 0,005 nm (menos del diámetro de un solo átomo), o 
40 000 veces mejor que la resolución de un microscopio óptico y 2 
millones de veces mejor que la del ojo humano desnudo. Sin embargo, 
la resolución efectiva del microscopio electrónico de transmisión en 
el estudio de los sistemas biológicos es considerablemente menor que 
este ideal. En condiciones óptimas, se pueden obtener una resolución 
de 0,10 nm con microscopios electrónicos de transmisión, alrededor 
de 2 000 veces mejor que los microscopios ópticos de alta resolución 
convencionales. 

Los principios fundamentales de la microscopia electrónica son si- 
milares a los de la microscopia óptica; la principal diferencia es que las 
lentes electromagnéticas enfocan un haz de electrones de alta velocidad 
en lugar de la luz visible usada por las lentes ópticas. En el microscopio 
electrónico de transmisión (TEM, transmission electron microscope), los 
electrones son emitidos desde un filamento y acelerados en un campo 
eléctrico. Una lente condensadora enfoca el haz de electrones sobre la 
muestra; las lentes objetivo y del proyector enfocan los electrones que 
pasan a través de la muestra y los proyecta sobre una pantalla u otro de- 
tector (Fig. 9-25, izquierda). Debido a que los átomos absorben los elec- 
trones del aire, el tubo entero entre la fuente de electrones y el detector 
es mantenido en un vacío ultraelevado. Por tal motivo, el material vivo 
no puede verse por microscopía electrónica. 

En esta sección se describirán diversas técnicas para visualizar 
muestras biológicas mediante microscopia electrónica. El instrumento 
más ampliamente utilizado es el microscopio electrónico de transmi- 
sión, pero también es común el uso del microscopio electrónico de barri- 
do (SEM, scanning electron microscope), que proporciona información 
complementaria como se analiza al final de esta sección. 


Se pueden obtener imágenes de moléculas o 
estructuras individuales después de una tinción 
negativa o de ser recubiertas con metal 


Es común en biología explorar la forma detallada de las macromolé- 
culas individuales, como proteínas o ácidos nucleicos, o de estructu- 
ras, como virus y los filamentos que constituyen el citoesqueleto. Es 
relativamente fácil de visualizar esto en el microscopio electrónico de 
transmisión cuando son teñidas con un metal pesado que dispersa a los 
electrones incidentes. Para preparar una muestra, primero se la absorbe 
a una rejilla de microscopio electrónico de 3 mm (Fig. 9-26a) cubierta 
con una capa delgada de plástico o carbono. La muestra luego es ba- 
ñada en una solución de metal pesado, como el acetato de uranilo, y 
se elimina el exceso de solución (Fig. 9-26b). Como resultado de este 
procedimiento, el acetato de uranilo cubre la rejilla pero es excluido de 
las regiones donde se ha adherido la muestra. Cuando se visualiza en 
el TEM, se observa dónde se ha excluido la tinción y, por lo tanto, la 
muestra se dice que está teñida negativamente. Debido a que la tinción 


puede revelar con precisión la topología de la muestra, se obtiene una 
imagen de alta resolución (Fig. 9-26c). 


9.3 Microscopía electrónica: imagen de alta resolución 


419 


TEM SEM 
uy == — Filamento de tungsteno A 
(cátodo) 

Ánodo 


— Lente condensadora — £ 


Haz de electrones 


Espirales 
q de barrido 
Muestra 
a, Lente objetivo —— 
E electromagnética 


Lente proyectora 


/ 


Detector 


Muestra 


FIGURA 9-25 En la microscopia electrónica, las imágenes se forman 

a partir de los electrones que pasan a través de una muestra o son 
dispersados desde una muestra recubierta con metal. En un microsco- 
pio electrónico de transmisión (TEM), los electrones son extraidos desde un 
filamento calentado, acelerado por un campo eléctrico y enfocado sobre la 
muestra por una lente condensadora magnética. Los electrones que pasan d 
través de la muestra son enfocados por una serie de objetivos magnéticos y 
lentes proyectoras para formar una imagen amplificada de la muestra sobre 
un detector, que puede ser una pantalla fluorescente de visualización, Una 
película fotográfica o una cámara con dispositivo de Carga acoplado (CCD) 

En un microscopio electrónico de barrido (SEM), los electrones son enfocados 
por lentes condensadoras y objetivos sobre una muestra recubierta COn metal 
Bobinas de barrido mueven el haz a través de la muestra y los electrones 
dispersados desde el metal son recolectados por un tubo detector fotornul- 
tiplicador. En ambos tipos de microscopios, debido a que los electrones sor 
dispersados fácilmente por las moléculas de aire, toda la columna se mantiene 


en un medio de vacio muy alto 


Las muestras también se pueden preparar mediante sombreado me- 
tálico. En esta técnica, la muestra se absorbe a una pieza pequeña de 
mica, luego se la cubre con una capa fina de platino mediante evapo- 
ración del metal, seguido por disolución de la muestra en ácido o solu- 
ción blanqueadora. La cubierta de platino se puede generar a partir de 
un ángulo fijo o a un ángulo pequeño a medida que se rota la muestra, 
en cuyo caso se denomina sombreado rotatorio a bajo ángulo. Cuando 
la muestra es transferida a una rejilla y examinada en el TEM, estas téc- 
nicas proporcionan información acerca de la topología tridimensional 


de la muestra (Fig. 9-27). 
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FIGURA 9-26 La microscopia electrónica de transmisión de muestras 
teñidas en negativo revelan características sutiles. (a) Las muestras para 
el microscopio electrónico de transmisión (TEM) suelen estar montadas sobre 
una rejilla de oro o cobre. La rejilla suele estar cubierta por una película muy 
delgada de plástico o carbono a la cual se puede adherir la muestra. (b) La 
rnuestra luego se incuba en un metal pesado, como el acetato de uranilo, y 
se elimina el exceso de tinción. (ct) Cuando se observa en el TEM, la muestra 
excluye la tinción, de manera tal que se ve el contorno negativo El ejemplo en 


(c) es un retrovirus tenido en negativo (Parte MUPhototake 


Las células y los tejidos son cortados en secciones 
delgadas para su visualización mediante 
microscopia electrónica 


Las células individuales y las piezas de tejido son demasiado gruesas 
para ser visualizadas directamente en el microscopio electrónico Ñ 
transmisión estándar. Para superar esto, se desarrollaron métodos 
para preparar y cortar secciones delgadas de células y tejidos. Cuando 
esto se analizó en el microscopio electrónico, se reveló la organización: 
belleza y complejidad del interior de la célula y llevó a una revolución 
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FIGURA 9-27 El sombreado metálico hace visible los detalles de la 
superficie de partículas muy pequeñas mediante el microscopio 
electrónico de transmisión. (a) Se coloca la muestra sobre una superficie de 
mica y luego se seca en un evaporador de vacio (paso MI. Se cubre la rejilla con 
la muestra con una película delgada de un metal pesado, como platino y oro, 
y se evapora a partir de un filamento metálico calentado eléctricamente (paso 
EJ) Para estabilizar la réplica, después la muestra se cubre con Una pelicula de 
carbono evaporada desde un electrodo colocado encima (paso EJ). El material 
biológico se disuelve luego con ácido y blanqueador (paso EJ) y se visualiza 


en la biología celular —por primera vez se apreciaron orgánulos nuevos 


y los primeros atisbos del citoesqueleto—. 
Para preparar secciones delgadas es necesario fijar químicamente 


la muestra, deshidratarla, impregnarla con un líquido plástico que en- 
durece (similar a Plexiglás?) y luego cortar secciones de alrededor de 5 


a 10 nm de espesor. Para que las estru 
debe teñir con metales pesados como € 


cual debe hacerse antes de embeberlas e 
s. A lo largo de tod 
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construirla a parti ecuenciales (Pig. 9-28). 


noelectrónica localiza 


La microscopia inmu 
uctural 


proteínas a nivel ultraestr 


a de inmunofluorescencia localiza proteínas 


se han desarrollado métodos que utili- 
delgadas a nivel 


Al igual que la microscopl 


a nivel de microscopio Óptico, : jos AA 
zan anticuerpos para localizar proteínas en secciones | | el: 
de microscopio electrónico. Sin embargo, los procedimientos invas!- 


la réplica metálica en un TEM. En microfotografías electrónicas de tales prepara- 
ciones, las zonas cubiertas con carbono aparecen claras -al revés de las micro- 
fotografías de las preparaciones con metal más pesado, las cuales aparecen 
más oscuras. (b) Una réplica sombreada con platino de las fibras subestructu- 
rales de colágeno de piel de becerro, la principal proteina estructural de los 
tendones, huesos y tejidos similares. Las fibras son de alrededor de 200 nm de 
espesor, se visualiza un patrón repetido de 64 nm (líneas paralelas blancas) a lo 
largo de la longitud de cada fibra. (Cortesia de R Kessel and R Kardon) 


vos que se utilizan para preparar las secciones delgadas tradicionales 
fijación química y embebido en plástico- pueden desnaturalizarlas o 
modificar los antígenos de manera tal que ya no puedan ser reconoci- 
dos por los anticuerpos específicos. Se han desarrollado métodos más 
sutiles, como la fijación lumínica, que seccionan la muestra después de 
congelarla a la temperatura del nitrógeno líquido, seguido por incu- 
baciones de anticuerpos a temperatura ambiente. Para tornar visible 
el anticuerpo en el microscopio electrónico, debe ser adherido a un 
marcador electrodenso. Una forma de hacer esto es utilizar partículas 
de oro densas en electrones cubiertas con proteína A, una proteína bac- 
teriana que se une al segmento Ec de todas las moléculas de anticuerpo 
(Fig. 9-29). Debido a que las partículas de oro difractan los electrones 
incidentes, aparecen como puntos oscuros. 


La microscopia crioelectrónica permite la 
visualización de muestras sin fijación o tinción 


La microscopia electrónica de transmisión estándar no se puede uti- 
lizar para estudiar células vivas, y la ausencia de agua provoca que 
las macromoléculas se desnaturalicen y se tornen no funcionales. Sin 
embargo, las muestras biológicas hidratadas, no fijadas y sin teñir 
pueden verse directamente en un microscopio electrónico de trans- 
misión si están congeladas. En esta técnica de microscopia crioelectró- 
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6) VIDEO: Modelo tridimensional de un complejo de Golgi 


FIGURA EXPERIMENTAL 9-28 Modelo del complejo de Golgi basado en 
reconstrucciones tridimensionales de imágenes de microscopia elec- 
trónica. Las vesiculas transportadoras (esferas blancas) que se desprenden por 
gemación del retículo endoplasmático rugoso se fusionan con las membranas 
cis (celeste) del complejo de Golgi. Mediante un mecanismo descrito en el 
gano ', las proteínas se mueven desde la región cis hacia la región medial 
y hnalmente a la región trans del complejo de Golgi. Eventualmente, las vesícu- 
las se desprenden de la membrana de Golgi trans (anaranjado y rojo); algunas 
se mueven hacia la superficie celular y otras se mueven hacia los lisosomas 
El complejo de Golgi, al igual que el retículo endoplasmático, es en especial 
prominente en las células secretoras. (Brad J Marsh 8 Katheryn E. Howell, Nature Reviews 


Molecular Cell Biology 3, 789-785 (2002) 


nica se aplica una suspensión acuosa de una muestra a la rejilla en 
una película extremadamente delgada, congelada en nitrógeno líqui- 
do y mantenida en este estado por medio de una montura especial. La 
muestra congelada luego es colocada en el microscopio electrónico. 
La temperatura muy baja (-196 C) evita la evaporación del agua, 
incluso en vacío. Así, la muestra se puede observar en detalle en su 
estado nativo, hidratado, sin fijarla o tenirla con metal pesado. Sobre 
la base de cientos de imágenes promediadas por ordenador, se pue- 
de generar un modelo tridimensional casi hasta resolución atómica. 
Por ejemplo, este método se ha utilizado para generar modelos de 
ribosomas, la bomba de calcio del músculo en el Capítulo 11 y otras 
proteínas grandes que son difíciles de cristalizar. 

Muchos virus tienen cubiertas, o cápsides, que contienen múlti- 
ples copias de una o unas pocas proteínas dispuestas en una estruc- 
tura simétrico. En un microscopio crioelectrónico las imágenes de 
estas partículas se pueden ver desde diversos ángulos. Un análisis de 
computación de múltiples imágenes puede utilizar la simetría de la 
partícula para calcular la estructura tridimensional de la cápside en 


FIGURA 9-29 Partículas de oro recubiertas con la proteína A se utilizan 
para detectar una proteína unida a un anticuerpo mediante microsco- 
pia electrónica de transmisión. (a) Primero, se permite que los anticuerpos 
interactúen con sus antígenos específicos (p. ej, catalasa) en una sección de te 
jido fijado. Luego la sección se trata con partículas de oro densas en electrones 
cubiertas con proteína A de la bacteria $. aureus. La unión de la proteína A a los 
dominios Fc de las moléculas de anticuerpo hace que la ubicación de la pro- 
teína diana, en este caso la catalasa, sea visible en el microscopio electrónico 
(b) Un corte delgado de tejido hepático se fijó con glutaraldheido, se seccionó 


y luego se trató como se describe en la parte (a) para localizar la catalasa Las 
partículas de oro (puntos negros) que indican la presencia de catalasa se loca- 
lizan exclusivamente en los peroxisomas. ¡D= 1 J Geuze y cols, 1981. ) Cell Biol 89:65 2 
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una resolución de alrededor de 5 nm. En la Figura 4-44 se muestran 
ejemplos de tales imágenes. 

Una extensión de esta técnica, la tomografía crioelectrónica, per- 
mite a los investigadores determinar la arquitectura tridimensional 
de los orgánulos o incluso células enteras embebidas en hielo, es de- 


(a) 
Anticuerpo Proteína A 
Antígeno 
(catalasa) 
Dominio Fc 
(b) Peroxisomas 
5 


(a) N | Y 


FIGURA 9-30 Estructura del complejo del poro nuclear (NPC) mediante 
tomografía crioelectrónica. (a) En la tomogralia electrónica se registra Una 
serie semicircular de imágenes bidimensionales de la muestra tadimensional 


que se ubica en el centro; la muestra está inclinada mientras que las Ópticas 
electrónicas y el detector permanecen estacionarios. La estructura taidimen 
sional se calcula a partir de las imágenes bidimensionales individuales que se 
obtienen cuando los electrones provenientes de diferentes direcciones (Mechas 
en el recuadro izquierdo) forman la imagen del objeto. Estas imagenes indivi 
duales se utilizan para generar la imagen tridimensional del objeto (Mechas, re 
cuadro de la derecha). (b) Los núcleos aislados del moho mualaginoso celular 
Dictyostelium discoideum se congelaron rápidamente en nitrógeno liquido y se 


cir, en un estado cercano a la vida. En esta técnica, el soporte de la 
muestra se inclina en pequeños incrementos alrededor del eje per- 
pendicular al haz de electrones; así, se obtienen imágenes del objeto 
vistas desde diferentes direcciones (Fig. 9-304, b). Las imágenes luego 
son fusionadas mediante un programa informático en una recons- 
trucción tridimensional llamada tomograma (Fig. 9-306, d). Una des- 
ventaja de la tomografía crioelectrónica es que las muestras deben ser 
relativamente delgadas, de alrededor de 200 nm; esto es mucho más 
delgado que las muestras (200 um de espesor) que se estudian con 


microscopia óptica confocal. 


mantuvieron en este estadio mientras la rauestra se ODsern/Ó en el EOI O plo 
electrónico El panel muestra tres amágenes inclinadas secuenciales, Le rue, 
tran diferentes onentaciones dedos NOP (Mechas) enorsto sopenor Uzquierda 
y centro) y visto lateral (derecha) Sevioalizandos abosormas conectados a la 
membrana nuclear externa, coro un parche del BE 11goso (punta, de fer tus) 
(9) Representación saperticial generada por computadora de un vegraento de 
la membrana de la envoltura nuclear (arnarilla) tachonado con dos HPC Cizil) 


(d) Al promediar las imágenes de raúltples poros nucleares, se pueden dre er 


J 
nirmuchos más detalles, Jpare ta) después tichelly col. 400, atun hs Hol Cb e 
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La microscopía electrónica de barrido de muestras 
recubiertas con metal revela características de la 
superficie 


La microscopía electrónica de barrido (SEM) permite a los investiga- 
dores visualizar las superficies de muestras cubiertas con metal sin 
seccionar, Un haz de electrones intenso dentro del microscopio barre 
rápidamente por encima la muestra. Las moléculas en la cubierta Son 
excitadas y liberan electrones secundarios que son enfocados hacia un 


detector de centelleo; la señal resultante es visualizada sobre un tubo de 
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FIGURA 9-31 La microscopía electrónica de barrido (SEM) produce una 
imagen tridimensional de la superficie de una muestra sin seccionar. 
Aquí se muestra una imagen SEM del epitelio que reviste la luz del intestino 
Abundantes microvellosidades digitiformes se extienden desde la superficie 
Orientada hacia la luz de cada célula. La lámina basal bajo el epitelio ayuda a 
rmantenerlo y anclarlo al tejido conectivo subyacente. Compare esta imagen de 


las células intestinales con la de la Figura 9-13, una microfotografía de fluores- 


CcenCla, [DeR. Kessel y R. Kardon, 1979, Tissues and Organs A Text Atlas of Scanning Electran Microsca 


W AH Freeman and ( ompany, p 176] 


cátodo similar a un televisor convencional (véase la Fig. 9-25, derecha). 
La microfotografía electrónica de barrido resultante tiene una aparien- 
cia tridimensional debido a que el número de electrones secundarios 
producidos por cualquier punto sobre la muestra depende del ángulo 
del haz de electrones en relación con la superficie (Fig. 9-31). El poder 
de resolución de los microscopios electrónicos de barrido, el cual está 
limitado por el espesor de la cubierta de metal, es de solo el orden de 
los 10 nm, mucho menos que el de los instrumentos de transmisión. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 9.3 


Microscopia electrónica: imagen de alta resolución 


* La microscopia electrónica proporciona imágenes de muy alta resolu- 
ción debido a la longitud de onda corta de los electrones de alta energía 
utilizados para crear la imagen de la muestra. 


* Las muestras simples, como las proteínas y los virus, se pueden teñir 
en negativo o sombrear con metales pesados para ser analizadas en un 
microscopio electrónico de transmisión (TEM). 


» Las secciones más gruesas en general deben ser fijadas, deshidratadas, 
embebidas en plástico, seccionadas y luego teñidas con metales pesados 
electrodensos antes de visualizarlas por TEM. 


- El TEM puede localizar proteínas específicas empleando anticuerpos 
específicos con un marcador de metales pesados, como partículas de oro. 


« La microscopía crioelectrónica permite el análisis de las muestras bio- 
lógicas hidratadas, no fijadas, ni teñidas en el TEM, manteniéndolas a 
unos pocos grados por encima del cero absoluto. 


- La microscopia electrónica de barrido (SEM) de material sombreado 
con metal revela las características superficiales de las muestras. 


9.4 Aislamiento y caracterización 
de los orgánulos celulares 


El análisis de las células mediante microscopia óptica y electrónica lleva 
a la apreciación de que las células contienen un conjunto de orgánulos. 
La mayoría de los orgánulos están encerrados en una bicapa y llevan a 
cabo una función específica. Para realizar esta función, cada tipo de or- 
gánulo tiene una estructura reconocible y contiene un conjunto espe- 
cífico de proteínas para ejecutar su función. Los biólogos utilizan este 
hecho para identificar los orgánulos específicos. Por ejemplo, como se 
describe en el Capítulo 12, la mayor parte del ATP en una célula es 
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sintetizado por la ATP sintasa, que convierte el ADP en ATP y está lo- 
calizada en la mitocondria, y la ATP sintasa es un buen marcador para 
mitocondrias. Como se analizará a continuación, la disponibilidad de 
marcadores específicos para los orgánulos ha contribuido al desarrollo 
de la purificación de orgánulos. 

En esta sección, primero se describirá un breve panorama gene- 
ral de los orgánulos de las células eucariontes como un preludio a sus 
análisis más detallados en los últimos capítulos. Después se describirán 
los métodos que se utilizan para abrir las células para la purificación 
de los orgánulos. Finalizaremos con avances recientes en proteómica 
dirigidos a definir el repertorio completo de proteínas en los orgánulos. 


Los orgánulos en la célula eucarionte 


En la Figura 9-32 se describen los principales orgánulos en las células 
animales y vegetales, y algunos se muestran en mayor detalle en la Fi- 
gura 9-33, 

La membrana plasmática contiene a la célula y es una importante 
barrera vital ya que es la interfase que tiene una célula con su ambiente, 
separando el mundo exterior del citoplasma interno. Se compone de 
alrededor de una masa igual de lípidos y proteínas. Aunque las propie- 
dades físicas de la membrana plasmática están en gran parte determi- 
nadas por su composición lipídica, un complemento de proteínas de la 
membrana es el principal responsable de las propiedades funcionales 
de la membrana. Como se analiza en el Capítulo 13, la membrana plas- 
mática es una barrera permeable que contiene proteínas de transporte 
de membrana necesarias para traer iones y metabolitos al interior de 
la célula. También es el sitio de recepción de señales químicas de otras 
células, de manera tal que contiene receptores que miden estas seña- 
les y transmiten la información a través de la membrana plasmática al 
interior del citosol, un tema que se analiza en el Capítulo 15. La mem- 
brana plasmática define la forma de una célula y, por lo tanto, está Ín- 
timamente asociada con el citoesqueleto y con otras células y la matrí? 
celular, interacciones que se tratan en los Capítulos 17 al 19. 

Las moléculas más grandes que los iones y los metabolitos pueden 
ser incorporadas mediante endocitosis, un proceso que involucra la in- 
vaginación de la membrana plasmática, que luego se desprende po! 
estrangulación para formar un endosoma en el citoplasma. Durante la 
forma mejor estudiada de endocitosis, se forman regiones especiales de 


al 


Cátula animal 


Célula 
vegetal 


FIGURA 9-32 Panorama general esquemático de una célula animal 
“típica” (arriba) y una célula vegetal (abajo) y sus principales subes- 
tructuras. Cada célula no tendrá todos los orgánulos, gránulos y estructuras 


la membrana plasmática llamadas fositas recubiertas en las cuales los 
receptores se reúnen y atraen moléculas o partículas específicas al inte- 
rior de la célula (Fig. 9-33a). Este proceso se conoce como endocitosis 
mediada por receptor. Una vez que los materiales son internalizados, 
son clasificados y pueden a su vez regresar a la membrana plasmáti- 
ca o ser distribuidos a los lisosomas para degradación. Los lisosomas 
contienen una batería de enzimas degradativas que pueden degradar 
cualquier molécula biológica en componentes pequeños. El lumen de 
los lisosomas tiene un pH ácido de 4,5; esto contribuye a desnaturalizar 
proteínas y las enzimas degradativas —conocidas colectivamente como 
hidrolasas ácidas pueden resistir este ambiente y, en efecto, funcionan 
de manera óptima a ese pH. 

El sistema de membrana interna más grande es un orgánulo co- 
nocido como retículo endoplasmático (RE), que consiste en una 
red extensa interconectada de sacos aplanados y túbulos unidos a la 


E La membrana plasmática controla el movimiento de las 
moléculas hacia adentro y hacia afuera de la célula y actúa en 
la señalización célula-célula y en la adhesión celular. 


Las mitocondrias, que están rodeadas por una membrana doble, 
generan ATP por oxidación de la glucosa y los ácidos grasos. 


9] 


Los lisosomas, que tienen una luz ácida, degradan el material 
internalizado por la célula y desgastan las membranas 
celulares y los orgánulos. 


O 


La envoltura nuclear, una membrana doble, encierra los 
contenidos del núcleo; la membrana nuclear externa se 
continúa con el RE rugoso. 


Do BO 


El nucléolo es un subcompartimento donde se sintetiza la 
mayor parte del rRNA de la célula. 


El núcleo está lleno de cromatina compuesta de DNA y 
proteínas; es el sitio de síntesis del tRNA y el mRNA. 


o] 


El retículo endoplasmático liso sintetiza lípidos y detoxifica 
ciertos compuestos hidrófobos. 


El retículo endoplasmático rugoso (RE) funciona en la síntesis, 
el procesamiento y la clasificación de las proteínas secretadas, 
las proteínas lisosomales y ciertas proteínas de membrana. 


El complejo de Golgi procesa y clasifica las proteínas 
secretadas, las proteínas lisosomales y las proteínas de 
membrana sintetizadas en el RE rugoso. 


pus 
o 


Las vesículas secretoras almacenan proteínas secretadas y se 
fusionan con la membrana plasmática para liberar sus contenidos. 


pu 
pas 


Los peroxisomas detoxifican diversas moléculas y también degradan 
ácidos grasos para producir grupos acetilos para la biosíntesis. 


cb 
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Las fibras del citoesqueleto forman redes y haces que 
sostienen las membranas celulares, ayudan a organizar los 
orgánulos y participan en el movimiento celular. 


Las microvellosidades incrementan la superficie para la 
absorción de los nutrientes del medio que las rodea. 
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La pared celular, compuesta en gran parte por celulosa, ayuda 
a mantener la forma de la célula y proporciona protección 
contra el estrés mecánico. 
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ES 
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Las vacuolas almacenan agua, ¡ones y nutrientes, degradan 
moléculas y actúan en la elongación celular durante el 
crecimiento. 


Los cloroplastos, que llevan a cabo la fotosíntesis, están 
rodeados por una membrana doble y contienen una red de 
sacos internos delimitados por membrana. 


_— 
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hbrosas que se muestran aqui, y en algunas pueden estar presentes otras 
subestructuras Las células también difieren considerablemente en forma y en 
la prominencia de diversos orgánulos y subestructuras 


membrana. El RE se puede dividir en retículo endoplasmático liso, de- 
nominado así debido a que la membrana tiene una superficie lisa, y 
retículo endoplasmático rugoso, el cual está revestido por dba 
(big. 9-35b). El retículo endoplasmático liso es el sitio de síntesis de 
ácidos grasos y fosfolipidos. Por el contrario, el retículo endoplasmá- 
tico rugoso, con sus ribosomas asociados, es el sitio de la síntesis de 
las proteínas de membrana y las proteinas que serán secretadas fuera 
de la célula, y representan alrededor de un tercio de todos los tipos di- 
ferentes de proteínas sintetizadas por una célula. Después de la sinte- 
sis en el RE, las proteínas destinadas a la membrana plasmática o para 
secreción son transportadas primero al complejo de Golgi, una pila 


de membranas aplanadas llamadas cisternas (Fiv. 9-33b), en las cuales 


las proteínas son modificadas y clasificadas antes de ser transportadas 
a sus destinos a la membrana plasmátic 


| a o, en algunos casos, distri- 
buidas a los endosomas. Debido a que 


las proteinas destinadas a la se- 
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FIGURA 9-33 Ejemplos de orgánulos visualizados por microscopia 
electrónica de transmisión de cortes delgados. (3) La membrana plasmática 
contiene una invaginación recubierta con clatrina. Antes de la fijación, las células 
se incubaron con transferrina marcada con oro coloidal, una proteina involucrada 
en la captación de hierro a través de un receptor localizado en las nvaginaciones 
recubiertas (véase el Cap. 1-!). (b) Una sección a través de una célula secretora 
muestra el retículo endoplasmático rugoso tachonado con ribosomas y el 


creción son sintetizadas en el retículo endoplasmático, transportadas 
a través del complejo de Golgi y liberadas desde la célula, este proceso 
completo se conoce colectivamente como vía secretora, aunque tam- 
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cormplejo de Golgi. (c) Se muestran las dos membranas de una rmitocondra y 
las invaginacionies de la membrana llamadas cre tas. (8) Las plantas contienen 
cloroplastos, otro organulo con membrana doble Las membranas de nlacoides 


contienen las enzimas de la vía fotosintética que involucra la conversión de 
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bién incluye la síntesis y el transporte de proteínas de membrana qué 
permanecerán en el retículo endoplasmático, el complejo de Golgi Y 
la membrana plasmática y, por ende, no se secretan. Estas también 


llamadas vías de tránsito a las membranas comprenden tanto vías en- 
dociticas como secretoras, y se analizan en detalle en el Capítulo 14, 

| Otro orgánulo común es el peroxisoma, una clase de orgánulo 
esfcrico que contiene oxidasas —enzimas que usan oxígeno molecu- 
lar para oxidar toxinas para elaborar productos inofensivos y para la 
oxidación de ácidos grasos para la producción de grupos acetilos, un 
tema que se trata en el Capítulo 12. 

Todos los orgánulos que se analizaron hasta el momento están 
encerrados por una única membrana de bicapa lipídica. Algunos or- 
gánulos, como el núcleo, las mitocondrias y, en las células vegetales, 
los cloroplastos tienen una membrana adicional que cumple diversas 
funciones, como se describe a continuación. 

El núcleo contiene el DNA del genoma y es el sitio de trans- 
cripción del DNA a RNA mensajero. El núcleo tiene una membra- 
na interna que define al núcleo en sí mismo. También contiene una 
membrana externa que se continúa con la membrana del retículo en- 
doplasmático de tal forma que el espacio entre la membrana interna 
y la externa se continúa con el retículo endoplasmático (véase la Fig. 
9-32). El acceso al interior y al exterior del núcleo es proporcionado 
por conexiones tubulares entre las membranas interna y externa es- 
tabilizadas por estructuras llamadas poros nucleares. Los poros nu- 
cleares no solo definen el sitio de transporte a través de la membrana 
nuclear sino que actúan como porteros, que permiten solo el trans- 
porte de macromoléculas hacia afuera y hacia adentro del núcleo —un 
tema importante y fascinante que se mencionó en el Capítulo 8 y será 
analizado en más detalle en el Capítulo 13-. 

Las mitocondrias y los cloroplastos se cree que evolucionaron a 
partir de un acontecimiento hace mucho tiempo cuando una célula 
eucarionte engulló un tipo de bacteria que dio origen a las mito- 
condrias y una clase diferente que dio origen a los cloroplastos. 
Esas mitocondrias y esos cloroplastos tienen dos membranas y es 
la evidencia que avala esta hipótesis. La membrana interna es muy 
probable que haya derivado de la membrana original de la bacteria, 
mientras que la membrana externa es un vestigio de la membrana 
plasmática del acontecimiento de engullido. Existe mucha eviden- 
cia del origen bacteriano de estos orgánulos, que incluye el hecho 
de que las mitocondrias y los cloroplastos tienen ambos su propio 
genoma de DNA y la biosíntesis de las proteínas en estos orgánulos 
es más similar a la síntesis proteica bacteriana que a la de euca- 
riontes. 

Las mitocondrias pueden ocupar casi el 25% del volumen del ci- 
toplasma. Son orgánulos similares a cuentas en los cuales la mem- 
brana externa contiene proteínas porinas que torn 
membrana para incorporar moléculas de un peso molecular de hasta 
10 000. La membrana mitocondrial interna está altamente plegada, 
amadas crestas que sobresalen hacia el espacio 
o matriz (Fig. 9-33c). Una función principal 
mpletar las etapas finales de la degrada- 
dación para generar la mayor parte del 
las mitocondrias pueden conside- 


an permeable a la 


con invaginaciones ll 
central interno, llamad 
de la mitocondria es la de co 
ción de la glucosa mediante oxi 
ATP suministrado a la célula. Así. 
rarse las “centrales de energía” de la célula. 


Todas las plantas y algas verdes se car or la pre 
Fig. 9-33d), orgánulos que usan la fotosíntesis para 


lumínica con pigmentos coloreados, incluido el 
en última instancia, almacenar la energía 
ATP. Los procesos mediante los cuales se 
ndrias y los cloroplastos se describen en 


acterizan por la presencia 


de cloroplastos ( 
capturar la energía 
pigmento verde clorofila, y 
capturada en la forma de 
sintetiza ATP en las mitoco 
el Capítulo 12. 


La rotura de las células libera sus orgánulos 
y otros contenidos 


El paso inicial en la purificación de las estructuras subcelulares es 
liberar los contenidos de la célula mediante rotura de la membrana 
plasmática y la pared celular, si está presente. Primero, se suspenden 
las células en una solución de pH y contenido salino adecuados, en 
general sacarosa isotónica (0,25 M) o una combinación de sales similar 
en composición a la del interior de la célula. Muchas células se pueden 
romper mediante agitación de la suspensión celular en una licuado- 
ra de alta velocidad o por exposición a sonido de frecuencia ultraalta 
(sonicación). Alternativamente, las membranas plasmáticas se pueden 
romper mediante homogeneizadores especiales de tejido presurizados 
en los cuales las células son forzadas a pasar a través de un espacio muy 
estrecho entre un émbolo y la pared del vaso; la presión de forzar las 
células a pasar entre la pared del vaso y el émbolo rompe la célula. 

Recuérdese que el agua fluye al interior de las células cuando son 
colocadas en una solución hipotónica, es decir, una con una concentra- 
ción menor de ¡ones y pequeñas moléculas que la que se encuentran en 
el interior de la célula. Este flujo osmótico se puede usar para que las 
células se hinchen, lo que debilita a la membrana plasmática y facilita 
su ruptura. En general, la solución celular se mantiene a 0 C para una 
mejor preservación de las enzimas y otros componentes después de li- 
berarlas de las fuerzas de estabilización de la célula. 

La rotura de la célula produce una mezcla de componentes ce- 
lulares suspendidos, el homogenado, a partir del cual se obtienen 
los orgánulos. Debido a que el hígado de rata contiene abundancia 
de tipos celulares únicos, este tejido se utiliza en muchos estudios 
clásicos de orgánulos celulares. Sin embargo, los mismos principios 
de aislamiento se aplican a virtualmente todas las células y tejidos, 
y las modificaciones de estas técnicas de fraccionamiento celular se 
pueden usar para separar y purificar cualquier componente deseado. 


La centrifugación puede separar muchos 
tipos de orgánulos 


En el Capítulo 3 se consideraron los principios de centrifugación y los 
usos de técnicas de centrifugación para la separación de proteínas y 
ácidos nucleicos. Se utilizan técnicas similares para separar y purificar 
los diversos orgánulos, que difieren tanto en tamaño como en den- 
sidad y, por lo tanto, sufren sedimentación a velocidades diferentes. 

La mayoría de los procedimientos de fraccionamiento celular co- 
mienzan con la centrifugación diferencial de un homogenado celular 
filtrado a velocidades crecientes (big. 9-34). Después de la centri- 
fugación a cada velocidad durante un tiempo adecuado, el líquido 
que permanece en la parte superior del recipiente, denominado so- 
brenadante, es separado y centrifugado a velocidad más elevada. Las 
fracciones de precipitado obtenidas por centrifugación diferencial en 
general contienen una mezcla de orgánulos, aunque los núcleos y las 
partículas virales a veces pueden ser purificados por completo me- 
diante este procedimiento. 

Una fracción de orgánulos impuros obtenidos por centrifugación 
diferencial puede ser purificada aún más mediante centrifugación por 
gradiente de densidad, que separa los componentes celulares de acuer- 
do con sus densidades. Después de volver a suspender la fracción, esta 
forma una capa en la parte superior de una solución que contiene un 
gradiente de una sustancia no iónica densa (p. ej., sacarosa o glicerol). 
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FIGURA 9-34 La centrifugación diferencial es el primer paso en el frac- 
cionamiento de un homogenado celular. El homogenado resultante de la 
degradación celular suele filtrarse para eliminar las células intactas y luego se 
centrifuga a una velocidad baja para precipitar selectivamente el núcleo -el 
orgánulo más grande-. El material que no se deposita (el sobrenadante) es a 
continuación centrifugado a una velocidad más alta para sedimentar las mi- 
tocondrias, los cloroplastos, los lisosomas y los peroxisomas. Centrifugaciones 


El tubo es centrifugado a alta velocidad (alrededor de 40 000 rpm) 
durante varias horas, lo que permite que cada partícula migre hacia 
una posición de equilibrio donde la densidad del líquido que la rodea 
es igual a la densidad de la partícula (Fig. 9-35). Las diferentes capas 
de líquido luego son recuperadas mediante bombeo de los conteni- 
dos del tubo de centrífuga a través de una pieza estrecha de tubular y 
recolección de las fracciones. 

Debido a que cada orgánulo tiene características morfológicas 
únicas, la pureza de las preparaciones de orgánulos se puede evaluar 
mediante examen en un microscopio electrónico. Alternativamente, se 


FIGURA 9-35 La fracción de orgánulos mezclados puede separarse 

aún más mediante centrifugación por gradiente de densidad. tn c<te 
ejemplo, en el que se utiliza higado de rata, el material en el precipitado de la 
centrifugación a 15 000g (véase la Fig 5-5:1) se vuelve a suspender y se encuen 
tra como una capa sobre un gradiente de solución de sacarosa de densidad 
creciente en un tubo de centrifuga. Durante la centrifugación por varias horas 
cada orgánulo migra a su equilibrio de densidad apropiado y permanece all: 
Para obtener una buena separación de lisosomas respecto de las mitocondrias 
el higado se perfunde con una solución que contiene una cantidad pequena 
de detergente antes de que el tejido sea disaregado. Durante e 
perfusión, el detergente es incorporado a las células mediante endocitos:s y 
transferido a los lisosomas, tornándolos menos densos de lo que normalmente 
sería y permitiendo una separación "limpia" de los lisosomas respecto de las 
mitocondrias. 
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endoplasmático) 
y polirribosomas 
grandes 


subsiguientes en la utlracentrifuga a 100 000 g durante 60 minutos produce 
depósitos de la membrana plasmática, fragmentos del retículo endoplasmá- 
tico y polirribosomas grandes. La recuperación de subunidades ribosómicas, 
poliribosomas pequeños y particulas como complejos de enzimas requiere la 
centrifugación adicional a velocidades aún mayores. Solo el citosol -la parte 
acuosa soluble del citoplasma- permanece en el sobrenadante después de 
centrifugaciones a 300 000 g durante 2 horas 


pueden cuantificar las moléculas marcadoras específicas de orgánulos. 
Por ejemplo, la proteína citocromo c está presente solo en la mitocon- 
dria, por lo tanto la presencia de esta proteína en una fracción de liso- 
somas podría indicar su contaminación por mitocondrias. De modo 
similar, la catalasa está presente solo en los peroxisomas, la fosfatasa 
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senda solo en los lisosomas y los ribosomas solo en el retículo endoplas- 
malbico FUgoso O el citoso!l. 


Los anticuerpos específicos de orgánulos son 


útiles en la preparación de orgánulos altamente 
purificados 


Las fracciones celulares que permanecen después de la centrif ugación por 
gradiente de densidad y de la centrifugación diferencial suelen contener 
más de un tipo de orgánulo. Los anticuerpos monoclonales para varias 
proteinas de membrana específicas de orgánulo son una herramienta po- 
derosa para la posterior purificación de las fracciones. Un ejemplo es la 
purificación de vesículas cuyas superficies externas están cubiertas por la 
proteína clatrina; estas vesículas recubiertas derivan de las invaginaciones 
recubiertas en la membrana plasmática durante la endocitosis mediada 
por receptor (véase la Fig. 9-33a), un tema que se analiza en detalle en el 
Capitulo 14, Un anticuerpo para clatrina, unido a un transportador bacte- 
riano, puede unir selectivamente estas vesículas en una preparación cruda 
de membranas, y luego el complejo de anticuerpos entero se puede aislar 
mediante centrifugación a baja velocidad (Fig. 9-36). Una técnica relacio- 
nada utiliza esferas metálicas diminutas recubiertas por anticuerpos espe- 
cíficos. Los orgánulos que se unen a los anticuerpos, y que se unen a las 
esferas metálicas, son recuperados de la preparación mediante adhesión a 
un imán pequeño al costado del tubo de ensayo. 

Todas las células contienen docenas o más de diferentes tipos de 
pequeñas vesículas rodeadas de membrana de alrededor del mismo 
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FIGURA 9-36 Se pueden purificar pequeñas vesículas recubiertas 
mediante la unión de un anticuerpo, unido a células EU PEA a 
cífico para una proteína de superficie de las vesículas. En este ejemplo 
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50-100 nm de diámetro) y densidad, lo cual las torna dificul- 
ar unas de otras mediante técnicas de centrifugación. 
ológicas son particularmente útiles para purifi- 
tales vesículas. Las células musculares y las 
ontienen un transportador de glucosa 
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tosas de separ 
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células grasas, por ejemplo, c 
particular (GLUT4) que está localizado en la membrana de unos de 
ñade insulina a las células, estas 


plasmática e incrementa el 
es de incorporar glucosa 
15, este proceso es críti- 
úcar en la sangre. 


estos tipos de vesículas. Cuando se a 
vesículas se fusionan con la membrana 
número de transportadores de glucosa capac 
desde la sangre. Como se vio en el Capítulo 
co para mantener la concentración adecuada de az 
Las vesículas que contienen GLUT4 se pueden purificar utilizando 
un anticuerpo que se une a un segmento de la proteína GLUT4 que 
se encuentra hacia el citosol. Igualmente, las diversas vesículas que se 
describen en el Capítulo 14 se caracterizan por proteínas de superfi- 
cies únicas que permiten sus separaciones con la adición de anticuer- 
pos específicos. 

Cuando no se encuentran disponibles anticuerpos específicos 
para los orgánulos se utiliza una variación de esta técnica. Un gen 
que codifica una proteína de membrana específica de orgánulo es 
modificado por la adición de un segmento que codifica un marcaje 
con epítopo; el marcaje se coloca sobre un segmento de la proteína 
orientada hacia el citosol. A continuación de la expresión estable de 
la proteína recombinante en la célula en estudio, se puede usar un 
anticuerpo monoclonal contra ese epítopo (descrito anteriormente) 
para purificar el orgánulo. 


(b) 


Vesícula 
cubierta 


0,1 um 
PRA 
Jue se une 2 ¡ón constante (Fc) de los anticuerpos. (a) La interacción de 
la proté A anticuerpos unidos a las vesiculas recubiertas con clatrina 
¡me las vesículas a las células bacterianas. Los complejos vesicula-bacteria 
pueden ser recuperados mediante centrifugación a baja velocidad. (b) Una 
microfotografía electrónica de corte delgado revela las vesículas recubiertas 


con clatrina unidas a una Célula de S qureus. (Véase E Mersko y cols. 1982 j Cell Bio 
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La proteómica revela la composición de proteínas 
de los orgánulos 


Para identificar todas las proteínas en un orgánulo se requieren tres 
pasos. Primero, uno tiene que ser capaz de obtener el orgánulo en alta 
pureza. Segundo, se debe tener una forma de identificar todas las se- 
cuencias de las proteínas en el orgánulo. Esta identificación suele rea- 
lizarse mediante digestión de todas las proteínas con una proteasa tal 
como la tripsina, que corta todos los polipéptidos en los residuos de 
lisina y arginina, y luego determinar la masa y la secuencia de todos es- 
tos péptidos mediante espectrometría de masa. Tercero, uno tiene que 
tener la secuencia genómica para identificar las proteínas a partir de las 
cuales provienen todos los péptidos. De esta forma se ha determinado 
el “proteoma” de muchos orgánulos. A modo de ejemplo, un estudio 
proteómico reciente en mitocondrias purificadas a partir de cerebro, 
corazón, riñón e hígado murinos reveló 591 proteínas mitocondriales, 
incluidas 163 proteínas que no se sabía con anterioridad que estaban 
asociadas con este orgánulo. Se encontraron diversas proteínas en las 
mitocondrias solo en tipos celulares específicos. El principal objetivo 
de la investigación actual de este orgánulo es la determinación de las 
funciones asociadas con estas proteínas mitocondriales recientemente 
descubiertas. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 9.4 


Aislamiento y caracterización de orgánulos 
celulares 


* La microscopia ha revelado un conjunto común de orgánulos presen- 
tes en las células eucariontes (véase la Fig. 9-32). 


* La rotura de las células por homogeneización vigorosa, sonicación u 
otras técnicas liberan estos orgánulos. La hinchazón de las células en 
una solución hipotónica debilita la membrana plasmática y facilita su 


rotura. 

» La centrifugación diferencial secuencial de un homogenado celular 
produce fracciones de orgánulos parcialmente purificados que difieren 
en masa y densidad. 

» La centrifugación de gradiente de densidad, que separa los compo- 


nentes celulares de acuerdo con sus densidades, puede purificar aún 
más las fracciones celulares obtenidas por centrifugación diferencial. 


* Las técnicas inmunológicas que utilizan anticuerpos contra proteí- 
nas de membrana específicas de orgánulo son particularmente útiles 
en la purificación de orgánulos y vesículas de tamaños y densidades 


similares. 


* El análisis de proteómica puede identificar todos los componentes 
proteicos en una preparación de un orgánulo purificado. 


9.5 Perturbación de funciones celulares 
específicas 


¿Qué técnicas generales utilizan los científicos para comprender la fun- 
ción de proteínas específicas en los procesos biológicos celulares? En el 
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Capítulo 3 hemos analizado cómo se pueden purificar las PrOteina y 
caracterizar sus propiedades en detalle. En muchos casos, esto ha Ue 
vado a la reconstrucción bioquímica de procesos bioquímicos compl. 
cados, tales como la replicación del DNA o la síntesis proteica, Estas 
técnicas bioquímicas se han complementado con técnicas genéticas 
como se vio en el Capítulo 5, se pueden utilizar mutaciones para iden. 
tificar genes cuyos productos cumplen funciones específicas. Como se 
verá en los Capítulos 14 y 19, se utilizaron búsquedas genéticas clásica; 
en levadura para identificar proteínas que participan en la vía secretora 
y en el ciclo celular, respectivamente. Las técnicas genéticas en otros 
organismos, como el gusano nematodo, la mosca de la fruta y el ratón, 
han contribuido en gran medida a descubrir los aspectos básicos de la 
biología y el desarrollo celulares (véase el Cap. 1). 

Durante los últimos años, se han desarrollado técnicas nuevas muy 
poderosas para modificar componentes específicos en las células vivas 
y así esclarecer sus funciones. En esta sección analizaremos dos de es- 
tas técnicas: el uso de químicos específicos para perturbar la función 
celular y el uso del RNA de interferencia para suprimir la expresión de 


genes específicos. 


En biología celular se utilizan fármacos 


Desde hace siglos se utilizan fármacos que se producen naturalmen- 
te, pero no se conocía cómo funcionaban con exactitud. Por ejemplo, 
extractos de azafrán de la pradera se utilizaban para tratar la gota, una 
enfermedad que resulta de la inflamación de las articulaciones. En la 
actualidad se sabe que el extracto contiene colchicina, un fármaco que 
despolimeriza los microtúbulos e interfiere con la capacidad de los 
glóbulos blancos de moverse hacia los sitios de la inflamación (véase 
el Cap. 18). Alexander Fleming descubrió que ciertos hongos secretan 
compuestos que matan bacterias (antibióticos), lo que dio como re- 
sultado el descubrimiento de la penicilina. Solo después se descubrió 
que la penicilina inhibe la división bacteriana mediante bloqueo del 
ensamblaje de las paredes celulares de ciertas bacterias. 

Muchos ejemplos como este dieron como resultado el descubri- 
miento de una amplia gama de fármacos disponibles para inhibir pro- 
cesos específicos y esenciales de las células. En la mayoría de los casos, 
los investigadores han sido capaces de identificar finalmente los blan- 
cos moleculares del fármaco. Por ejemplo, hay muchos otros antibióti- 
cos que afectan aspectos de la síntesis de proteínas procariontes. En el 
Cuadro 9-1 se enumera una selección de algunos de los fármacos qué 
se utilizan con mayor frecuencia y que afectan a una amplia variedad 


de procesos biológicos celulares, agrupados de acuerdo con el proceso 
que inhiben. 


Las exploraciones químicas pueden identificar 
nuevos fármacos específicos 


¿Cómo se realiza el descubrimiento de fármacos nuevos? Un método 
muy utilizado hace uso de las bibliotecas químicas que consisten en 
10 000 a 100 000 compuestos diferentes para buscar químicos que 
inhiban un proceso específico. La búsqueda de bibliotecas químicas 
en conjunto con las técnicas de microscopia de alto rendimiento se ná 
convertido en la actualidad en una de las vías principales que ]levan + 
descubrimiento de fármacos. Aquí se verá un caso para ¡lustral cómo 
funciona este tipo de enfoque. ? 
En nuestro ejemplo (Fig. 9-37a), los investigadores querían identY 
ficar compuestos que inhiban la mitosis, el proceso donde los cromo 


Cuadro 9-1 


Grupo s i : - s MO 
po seleccionado de moléculas pequeñas utilizadas en investigación biológica celular 


Algunas de las siguientes moléculas tienen una especificidad amplia, mientras que otras son altamente específicas. En los capítulos relevantes 
de este libro se puede encontrar más información de muchos de estos compuestos 
Inhibidores de la replicación del DNA 


Afidicolina (inhibidor de la DNA polimerasa eucarionte); camptotecina, etopósido glad 
de topoisomerasa eucarionte) 


Inhibidores de la transcripción A-amanitina (inhibidor de la RNA polimerasa 11); actinomicina D (inhibidor de la elongación de 


la transcripción eucarionte); rifampicina (inhibidor de la RNA polimerasa bacteriana); tiolutina 
(inhibidor de la RNA polimerasa bacteriana y de levadura) 
Inhibidores de la síntesis de 


A, Cicloheximida (inhibidor de la traducción en eucariontes); geneticina/G418, higromicina, puro- 
a Saqueo de la producción micina (inhibidores de la traducción en bacterias y eucariontes); cloranfenicol (inhibidor de la 
genera DLOSSInaS; tóxico después traducción en bacterias y mitocondrias); tetraciclina (inhibidor de la traducción en bacterias) 
de exposición prolongada 


E _——_——_—_—_————— —_—_— __ ___ _— 


Inhibidores de proteasas-bloqueo de MG-132, lactacistina (inhibidores de proteosoma); E-64, leupeptina (inhibidores de serina o cis- 

la degradación de proteínas teína proteasa); fenilmetanosulfonilfluoruro (PMSEF) (inhibidor de serina-proteasa); tosil-L-lisina 
clorometil cetona (TLCK) (inhibidor de serina-proteasa similar a tripsina) 

Compuestos que afectan al Faloidina; jasplaquinolida (estabilizador de F-actina); latrunculina, citocalasina (inhibidores de la 

citoesqueleto polimerización de F-actina); taxol (estabilizador de microtúbulos); colchicina, nacodazol, vinblas- 


tina, podofilotoxina (inhibidores de la polimerización de microtúbulos); monastrol (inhibidor de 
cinesina-5) 
A A aa 
Compuestos que afectan el tránsito de  Brefeldina A (inhibidor de secreción); leptomicina B (inhibidor de la exportación de proteína 


membrana, el movimiento intracelular nuclear); dinasora (inhibidor de la dinamina); tunicamicina (inhibidor de la glucosilación ligada 
y la vía secretora, glucosilación de a N) 


proteínas 


Inhibidores cinasa Genisteína, rapamicina, Glivec* (inhibidores de tirosina-cinasa con varias especificidades); wort- 


manina, LY294002 (inhibidores de la PI3 cinasa); estaurosporina (inhibidor de proteína-cinasa); 
roscovitina (inhibidores de CDK1 y CDK2 del ciclo celular) 


Inhibidores de fosfatasa Ciclosporina A, FK506, caliculina (inhibidores de proteína-fosfatasa con diversas especificidades); 


ácido ocadaico (inhibidor general de serina/treonina-fosfatasa); óxido de fenilarsina, ortovanada- 
to de sodio (inhibidores de tirosina-fosfatasa) 


o 5 5 5 5 —  — ______—_ ___->=>=>=- | 
Compuestos que afectan a las Foskolina (activador de adenilato ciclasa) 


concentraciones de cAMP intracelular 
De ram ad AA 


Compuestos que afectan a los iones A23187 (¡onóforo de Ca” ); valinomicina (ionóforo de K*); BAPTA (agente de unión/capturador 

(p. ej., K* Ca?*) de catión divalente [p. ej., Ca”*]); tapsigargina (inhibidor de ATPasa de Ca?* de retículo endoplas- 
mático); ouabaína (inhibidor de Na*/K* AT Pasa) 

Algunos fármacos utilizados en Propanolol (antagonista de receptor B-adrenérgico), estatinas (inhibidores de HMG-CoA reduc- 

medicina tasa, bloquea la síntesis de colesterol) 


A A A A a A A  _ R__0Q_R0$3ÁÑ$ÁEDDoXOÓ_Q¡OÓTDOeX0 > 


tp po Jin cio sms anticuerpos contra tubulina, la principal proteina de los microtúbulos. 
basada en microtúbulos llamada huso mitótico (descrito en el 260 18). Delos 16 000 compuestos rastreados, se identificó un compuesto e 
Se sabe que si está comprometido el ensamblaje, las células se ce 
en mitosis. Por ende, la búsqueda primero utiliza un método ANO JÓ- 
tica automatizado para buscar peo paca E pon 
en mitosis. Las bases para la inhibición de los compuestos € datos 


n cé- 
lulas con husos anómalos —en lugar de tener dos ásteres, tenían un úni- 


co áster, que se denominó disposición monoastral- (Fig. 9-37b). Este 
fármaco, ahora conocido como monastrol, se encontró que interfiere 
con el ensamblaje del huso mediante inhibición de un motor b 
en microtúbulos denominado cinesina 5 (véase el ( ap.18p 
túbulos. Puesto que la inhibición del ensamblaje de los microtúbulos talles acerca del huso mitótico). En la actualid 
no era de interés, el efecto de los candidatos restantes en la estructura 


asado 
ara más de- 


ad se conocen derivados 
de monastrol que están siendo analizados como 


. A 50 1 e re a con para el trata le O de cier OS C Ccere 
mino por muicroscoptla de inmunofluc escencia € muent € ert anceres. 


luego se analizaron para ver si afectaban el ensamblaje de los micro- 
e analiz, 


agentes antitumorales 
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FIGURA 9-37 Búsqueda sistemática de fárma- (a) 

cos que afectan a los procesos biológicos espe- 16 320 
cíficos. En este ejemplo, una biblioteca quimica de compuestos químicos 
16 320 químicos diferentes se sometió a una serie de 

detecciones sistemáticas para inhibidores de mitosis 

Debido a que un inhibidor se espera que detenga a 

las células en la etapa mitótica del ciclo celular, la pri- 

mera exploración o búsqueda Ml fue ver si cualquiera 

de los químicos incrementaba la concentración de 

un marcador para celulas mitoticas, y esto produjo 139 
139 candidatos. Los microtúbulos forman la estruc- 

tura de los husos mitóticos, y los investigadores no 

estaban interesados en fármacos nuevos dirigidos 


contra los microtúbulos, de manera tal que en la se- 

gunda exploración El probaron a los 139 compues- 

tos por su capacidad de afectar el ensamblaje de los 

microtúbulos, y esto eliminó 53 candidatos. Después 86 
se utilizó la microscopia de inmunofluorescencia con 

anticuerpos contra la tubulina (la principal subuni- 

dad de los microtúbulos) junto con una tinción para 
el DNA en la tercera exploración EJ para identificar 

los compuestos que interrumpieron la estructura 

del huso. (b) La localización de la tubulina (verde) y 

el DNA (azul) se muestra para un huso mitótico no 5 
tratado y uno tratado con uno de los compuestos 

recuperados, ahora llamado monastrol. El monastrol 

inhibe a un motor basado en microtúbulos llamado 

cinesina 5, analizado en el Capitulo 18, necesario 

para separar los polos del huso mitótico. Cuando la 

cinesina 5 está inhibida, los dos polos permanecen 

asociados para dar un huso monopolar. (Parte [b]T U 

Suence 286:271-974) 


Mayer y cols 


Los RNA de interferencia pequeños (siRNA) pueden 
inhibir la expresión de proteínas específicas 


La interferencia por RNA (RNAi) es un mecanismo que utilizan las 
células para silenciar la expresión de los genes ya sea mediante blo- 
queo de la traducción de mRNA específicos a través de los microRNA 
(miRNA) o por degradación de los mRNA específicos mediante los 
RNA de interferencia pequeños (siRNA). El amplio uso de los miRNA 
para regular la expresión génica, en especial durante el desarrollo, se 
analizó en el Capítulo 8. Aquí nos centraremos en el uso experimen- 
tal de la tecnología de siRNA para suprimir la expresión de genes en 
células animales. 

El descubrimiento de la vía siRNA surge a partir de muchas ob- 
servaciones. Por ejemplo, se descubrió en las plantas que la expresión 
recombinante de un gen podía llevar a la regulación negativa del gen 
diana en lugar de al resultado esperado de aumento de la expresión. 
En el nematodo C. elegans se observó un tipo de resultado similar. Al 
investigar este fenómeno, Andrew Fire y Craig Mello informaron en 
1998 que la supresión no se podía lograr por medio de la expresión del 
mRNA en sentido o en antisentido, sino que era necesaria la expresión 
de RNA de doble hebra. Fire y Mello fueron galardonados con el pre- 
mio Nobel en Fisiología o Medicina en 2006 por este descubrimiento. 
Trabajos posteriores en diversos sistemas demostraron que el RNA de 
doble hebra tiene que ser cortado por una proteína llamada Dicer para 
producir fragmentos doble hebra de 21 a 23 pares de bases con dos nu- 
cleótidos que sobresalen en cada uno de los extremos 3”. Este RNA de 
doble hebra es reconocido por RISC (complejo de silenciamiento indu- 
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Exploración en búsqueda 
de aquellos que detienen 
a las células en mitosis 


Exploración para 
aquellos que no afectan 
el ensamblaje de los 
microtúbulos in vitro 


Exploración de 
aquellos que afectan 
especificamente la 
morfología del huso 


(b) 


cido por RNA [RNA-induced silencing complex]) y una de las hebras es 
degradada por la proteína argonauta asociada. Si la secuencia de siRNA 
de simple hebra se puede aparear exactamente con una secuencia de 
mRNA diana, el complejo RNA-proteína argonauta asociada corta el 
mRNA diana, que luego es degradado (Fig. 9-38a). Aunque este siste- 
ma probablemente evolucionó como un mecanismo de defensa contra 
virus invasores, ha proporcionado a los investigadores una herramienta 
muy poderosa para suprimir experimentalmente la expresión de genes 
particulares y explorar las consecuencias resultantes. Se ha utilizado 
muy eficazmente en muchos sistemas diferentes, como se resume 2 
continuación. 


Silenciamiento por siRNA en células cultivadas Desde el descubri- 
miento en 2001 de que el tratamiento de células cultivadas con siRNA 
inhibe la expresión génica mediante degradación del mRNA diana, los 
siRNA se han utilizado en miles de estudios para inhibir —o “silenciar”- 
las concentraciones de proteínas diana. Para realizar esto, los investig- 
dores utilizan programas informáticos para identificar una secuencia 
de — 21 pares de bases en el mRNA que es única para el gen diana 
y tiene las características óptimas para el siRNA. Luego se sintetiza e 
RNA de doble hebra y se lo aplica a células en cultivo (Fig. 9-384). 51 
es eficaz, esto resultará en la degradación del mRNA específico y DO y 
sintetizará proteína diana nueva. Sin embargo, la proteína diana está 
presente al comienzo del experimento, por ende, las células $0n capaces 
de crecer y permitir que la proteína endógena experimente su recambio 
normal y se diluya con las divisiones celulares —esto suele necesita! : 
24 a 72 horas—. La concentración de proteína diana suele determinarse 
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FIGURA 9-38 El siRNA y el DNA que expresan shRNA pueden utilizarse 
para la degradación de los mRNA específicos en células cultivadas. 

En el primer paso (MI), un SiRNA de doble hebra que tiene homología con 

el mRNA diana es introducido a las células por transfección. Este PNA de 
doble hebra es reconocido por el complejo RISC (BJ) que degrada 
del RNA y dirige el mRNA con la secuencia homóloga (EJ). El mRNA diana e 
cortado (EJ) y degradado (63). En una estrategia alternativa, Una CONSITUCCION 
de DNA que contiene una secuencia que al ser transcrita formará una hor 
quilla es introducida a la célula (63). Este DNA se puede introducir mediante 
una partícula viral En cualquier caso, e: 


una hebra 


transfección o llevarse en 
genéticamente para que | 
(no se muestra), de manera tal que se 


cuales este DNA se integre al genoma 


rf 


leve con él un marcador seleccionable por fármaco 
puedan seleccionar lés Celulas En la 
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DNA con construcción para expresar shRNA 
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(a) 


Crecimiento de larvas de gusano 
nematodo sobre cepas especiales 
de E. coli 


(b) Tipo silvestre 


FIGURA 9-39 Las búsquedas por RNAi pueden explorar la función de 
todos los genes en el nematodo Caenorhabditis elegans. La determina 
ción de la secuencia del genoma de € elegans en 1998 reveló que contiene 
alrededor de 20 000 genes que codifican proteínas Esta información abrió la 
posibilidad de usar RNAI para silenciar la expresión de cada gen para explorar 
qué efecto tendría. En la actualidad, esto se realiza de rutina. El nematodo 
puede vivir alimentándose de la bacteria Escherichia col; y es posible expresar 
en la bacteria un segmento largo de RNA de doble hebra que corresponde a 
un único gen de nematodo. Notablemente, cuando el nematodo se alimen- 
ta de la bacteria, el RNA de doble hebra entra a las células del intestino y es 
reconocido por Dicer y procesado para dar los siRNA que se diseminan a casi 
todas las células en el animal. Por lo tanto, los investigadores han construido 
una biblioteca de cepas de £. coli, cada una de las cuales expresa el RNA de 


mediante inmunotransferencia (véase la Fig. 3-39) y, si se reduce sig- 
nificativamente, se analiza el fenotipo de la célula. La inhibición de la 
expresión génica por siRNA se ha convertido en una técnica estándar; 
en la Figura 9-38b y 9-38c se muestra un ejemplo y, a lo largo de todo 
el libro, se pueden encontrar muchos otros ejemplos. 

Una estrategia alternativa para inhibir la expresión de proteínas 
es introducir construcciones de DNA adecuadas dentro de las células 
que generarán los siRNA cuando sean transcritas (véase la Fig. 9-38). 
Para lograr esto, la secuencia blanco está presente como una repeti- 
ción invertida en la secuencia de DNA. Cuando se transcribe, el mRNA 
formará una horquilla de RNA corto de doble hebra (shRNA), que es 
reconocida y cortada por Dicer para generar siRNA. Esta técnica tiene 
la ventaja de que una vez que se expresa el shaRNA, siempre se sintetizan 
los siRNA, lo que da como resultado un silenciamiento permanente de 
la proteína diana. Esto no funcionará si la proteína es esencial, en cuyo 
caso el método de elección es tratar a las células con siRNA. La cons- 
trucción de DNA para expresar shRNA se puede introducir en las cé- 
lulas mediante adición simple de DNA en condiciones adecuadas para 
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Transferencia de algunos adultos 
para poner embriones, luego 
eliminación de los adultos 
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Se permite que los embriones 
se conviertan en adultos y se 
observan sus fenotipos 


tac-1 RNAI 


doble hebra correspondiente a un gen de nematodo. (a) En este enfoque, se 
utiliza una cepa específica de E. coli para alimentar a larvas de nematodos Ml 

y se suprime la expresión del gen diana en la línea germinal. Debido a que 
estos nematodos son hermafroditas que se autofecundan (tienen los órganos 
reproductores de ambos sexos), no es necesario que se apareen sino que 
simplemente se deja que los gusanos adultos pongan huevos Fl Cuando éstos 
crecen y se convierten en adultos, se puede evaluar el efecto de la RNAI en el 
gen diana. (b) En este ejemplo, los investigadores buscaban genes necesarios 
para el movimiento nuclear. Se identificó un gen llamado TAC-1, cuyo producto 
se localizó en los centrómeros y es necesario para la distribución normal de 
los microtúbulos, como lo revela la microscopia de inmunofluorescencia con 


antic uerpos contra tubulina (Parte [b] de N Le Bot y cols. ( Irrent Biology 13:1499 (2003),) 


permitir que las células lo incorporen o mediante el uso de vectores 
virales que introducen el DNA de modo más eficiente. 

En la actualidad se están haciendo enormes esfuerzos para explo- 
rar los efectos de la inactivación de la expresión de cada gen en líneas 
celulares cultivadas y luego analizar sus efectos en vías específicas. Este 
esfuerzo está en sus etapas iniciales, por lo tanto, perfeccionamientos 
futuros proporcionarán una visión de la “biología de sistemas” de la 
organización y función celular. 


La búsqueda genómica utiliza siRNA 
en el nematodo C. elegans 


Cuando en 1998 se determinó la secuencia genómica registrada ae 


gusano nematodo Caenorhabditis elegans, proporcionó el primer ce 
tálogo de todos los genes presentes en un animal. También proveyó A 
posibilidad de explorar la función de cada gen utilizando RNAI par 
suprimir la expresión de cada gen individual. En efecto, este nematodo 
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FIGURA 9-40 Las búsquedas por RNAi pueden explorar la función de to- 
dos los genes en células cultivadas. |<: cultiva jelan z 
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fue el primer animal en el cual se intentó una búsqueda genómica por 
RNAÍ. C. elegans puede vivir alimentándose de la bacteria E. coli. Nota- 
blemente, si la bacteria expresa un RNA de doble hebra homólogo a un 
gen de nematodo, cuando las bacterias son ingeridas son degradas y el 
RNA es absorbido a través del intestino, y luego es procesado por Dicer 
para suprimir la expresión del gen diana. Debido a que existen alrede- 
dor de 20 000 genes diferentes en el nematodo, se generaron muchas 
cepas de E. coli diferentes, cada una expresando RNA de doble hebra 


dirigido contra un gen nematodo específico. En un experimento pico 
1. 9-94), los nematodos 


para eliminar la expresión de un gen único (Fig o 
son criados sobre las bacterias que expresan el RNA de doble hebra 


específico, y esto suprime la expresión del gen diana en sus embriones. 
ye 


Después de que los nemato 
eliminados y se analiza el 
(Fig. 9-39b). 


dos adultos han depositado sus huevos, son 


efecto sobre los embriones en crecimiento 


Búsquedas genómicas usando siRNA en moscas de la fruta La mos- 


ca de la fruta tiene alrededor de 14 000 genes que codifican proteinas, 


y se han desarrollado técnic 
siRNA para suprimir cada una de est 


as para explorar la consecuencia del uso de 
as en las células de mosca de la 


Observación 
vestigador 


Análisis automatizado y 
de imágenes del in 


250 candidat 
(bD) 150 cancaidatos 


Monopolar 


fruta cultivadas. Debido al número elevado de genes para ser analiza- 


dos, se desarrollaron técnicas automatizadas a gran escala (Fiz. 9-4 


Por ejemplo, se fabricaron alrededor de 15 096 microplacas cada una 
conteniendo un RNA de doble hebra para un gen especifico. Se añadie- 
ron las células y el RNA de doble hebra tue incorporado v procesado 


por Dicer para dar siRNA, que a su vez suprimieron la expresion del 


pre de 
gen diana. Las celulas se pueden analizar para un fenotipo especifico. 


En el ejemplo que se muestra en la Figura 9-40b, los In, estigadores 
exploraron el efecto de la supresión genica en las 
mitosis. Como esto es una busqueda morfológica 


gica, las celulas se unen 


con marcadores adecuados y se utiliza un microscopio robotico para 


tomar imágenes que se analizan mediante un programa informatico. 


De este modo ellos identificaron alrededor de 150 genes nuevos CuUvos 


productos contribuyen a la mitosis y, por lo tanto, son excelentes can- 
didatos para posteriores estudios de mavor profundidad. 


A diterencia del nematodo recién descrito. no es posible eliminar 

la expresión de genes alimentando las larvas con RNA de doble hebra 

Sin embargo, es posible utilizar RNA la supresión 7 
mbargo, es posible utilizar RNA 1 para la supresión especifica de 


tejido. Esto se logra con una mosca en ] 


la cual una horquilla de RNA 


especifico se exprese detras de una secuencia de activación corriente 
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arriba (UAS, upstream-activating sequence) para la proteína de unión 
al DNA Gal4. En ausencia de Gal4, la horquilla no se expresa, por lo 
tanto no se produce la supresión. Sin embargo, si Gal4 se expresa de- 
trás de un promotor específico de tejido, se expresará en ese tejido, se 
unirá a la UAS y conducirá la expresión de la horquilla de RNA, que 
será procesada por Dicer para dar siRNA y suprimir al gen específico 
(big. 9-411). El sistema se ha establecido de esta forma de manera tal 
que pueda realizarse a escala genómica: se han construido 14 000 líneas 
de moscas diferentes, cada una de las cuales con la UAS para regular la 
expresión de una horquilla específica para un gen diana. Cuando cada 
una de estas moscas se aparea con una mosca que porta el gen Gal4 


(a) Progenitor A 


Progenitor B 


Progenie 


mE) 
[vi de RNAi 


Silenciamiento de gen 
específico para tejido 


FIGURA 9-41 La RNAi se puede usar para suprimir genes de una manera 
específica para tejido en la mosca de la fruta. Se han utilizado enfoques 
genéticos para desarrollar métodos para suprimir la expresión de genes diana 
en tejidos específicos. Esto implica utilizar dos grupos grandes de moscas. En 

el primer grupo, de alrededor de 14 000 moscas diferentes cada una designada 
para un gen diana (grupo A), se generaron moscas en las cuales una horqui- 

lla de RNA específica para el gen diana se encuentra bajo el control de una 
secuencia de activación corriente arriba (UAS) para el activador transcripcional 
Gal4. En cada una de las moscas del segundo grupo (grupo B), la expresión 

de GALA está controlada por un promotor específico de tejido. Cuando una 
mosca del grupo Á se aparea con una mosca del grupo B, Gal4 se expresará en 
un tejido y, por lo tanto, la horquilla de RNA: se expresará y el gen se silenciará 
en este tejido. (b) Un ojo de mosca de tipo silvestre (izquierda) y uno en el cual 
el gen white ha sido silenciado específicamente en el Ojo (derecha). (Parte (b] de N 


Perrimon y cols, 2010, Cold Spring Harbor Perspect Biol 2:2003640 ) 
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los. 


específico de tejido, el efecto de la supresión de cada gen en el geno 
puede evaluarse en cada tejido. Este tipo de técnica está actualmente en 
curso y se esperan resultados sorprendentes en el futuro cercano, 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 9.5 
Perturbación de funciones celulares específicas 


* Las técnicas de genética han sido cruciales en el análisis de vías bio- 
lógicas celulares complejas. En la actualidad, las técnicas genéticas Se 
están extendiendo y complementando con búsquedas químicas y el uso 
de la tecnología por RNAI. 


* Se pueden analizar bibliotecas químicas grandes en búsqueda de com- 
puestos dirigidos contra procesos específicos para estudiar aquellos 
procesos e identificar componentes nuevos. 


* El tratamiento de células cultivadas con siRNA adecuados conduce a 
la destrucción de los mRNA diana y, por lo tanto, al “silenciamiento” de 
la proteína codificada. 


* Con la disponibilidad de los genomas registrados, las búsquedas de 
RNAI se pueden usar para investigar los efectos de la supresión de la 
expresión de cada gen individual en un organismo. Esto se ha logrado 
en el gusano nematodo y en células cultivadas a partir de la mosca de 
la fruta. 


* La RNAi se puede utilizar para suprimir la expresión de genes espe- 
cíficos de tejido en un esquema específico de tejido; en la actualidad se 
está aplicando esta técnica a escala genómica en la mosca de la fruta. 


Perspectivas para el futuro 


Este capítulo ha introducido muchos aspectos de la tecnología que en 
la actualidad utilizan los biólogos celulares. La ciencia es conducida por 
la tecnología disponible y con cada desarrollo podemos mirar más pro- 
fundamente en los misterios de la vida. 

La capacidad para hacer crecer células en cultivo fue un avance 
gigante en tecnología —permitió a los investigadores analizar y €X- 
plorar los funcionamientos internos de las células—. Las técnicas en 
cultivos celulares aún se encuentran en desarrollo; por ejemplo, eN 
la actualidad contribuyen al fascinante desarrollo de la investigación 
de las células madre (véase el Cap. 21). Aunque la mayoría de los €S- 
tudios utilizan placas planas para cultivar estas células, en el cuerpo 
estas forman estructuras tridimensionales. Las áreas más importantes 
de investigación están analizando en la actualidad las funciones de 
las células en ambientes tridimensional 
celulares tridimensionale 
cultivo con soporte. 

El descubrimiento 
tes h 
PFV 
el cit 


a 
es y generando pcia 

cáge : ' 
5, como los tubos epiteliales, en sistemas 


y el uso de PEV y otras proteínas fluoresceb” 
an revolucionado la biología celular. Al marcar las proteínas con 
y seguir sus localizaciones en las células vivas se ha aclarado qu 
oplasma de las células es mucho más dinámico de lo anterio” 
mente previsto. Cada año aparecen nuevas tecnologías asociadas C0P 
las proteínas fluorescentes; técnicas como FRAP, FRET y TIRE 5€ a 
convertido en herramientas generalizadas para explorar las dinám” 


cas y los mecanismos moleculares de las proteínas, ya sea in y 


Ivo O 
mostro. En el momento que se escribió este libro, estábamos y 


iendo 
una revolución en la microscopia de superresolución, desplegando 


la capacidad de localizar moléculas por microscopía óptica con una 
precisión varias veces superior a lo que se creía era posible. La mi- 
croscopia de superresolución actualmente sólo puede realizarse sobre 
muestras fijadas; los optimistas creen que pronto será posible lograr 
este nivel de resolución en células vivas y, por lo tanto, abre la posibi- 
lidad de observar los procesos dinámicos a nivel molecular. A medida 
que se desarrollan estas técnicas, menos personas necesitan utilizar la 
microscopta electrónica y, en consecuencia, están disminuyendo los 
expertos en esta area importante. 

La RNA1 ha proporcionado nueva tecnología impresionante e in- 
esperada al arsenal de técnicas disponibles para los biólogos celulares y 
del desarrollo. La capacidad para realizar búsquedas en todo el genoma, 
tanto en el gusano nematodo como en la mosca de la fruta, ha hecho 
que los sistemas biológicos tradicionalmente excelentes sean aún más 
poderosos. El acoplamiento de estas tecnologías con las búsquedas vi- 
suales abre otra dimensión. Considere el siguiente problema: ¿cuál de 
los genes en el nematodo afecta la organización de un pequeño sub- 
grupo de neuronas? Hace unos pocos años, esto podría haber sido un 
problema técnicamente desafiante. En la actualidad es posible obtener 
un nematodo en el cual solo esas neuronas estén marcadas con PFV y 
luego someterlas a una búsqueda por RNAi en genómica para ver qué 
productos génicos son necesarios para la morfología normal de esas 
neuronas. Se están desarrollando cada vez más técnicas imaginativas en 
combinación con la RNAi con búsquedas funcionales y visuales, tanto 
en los gusanos nematodos como en la mosca de la fruta, lo cual permite 
una comprensión cada vez más profunda de los procesos de la vida. 
Además, se están haciendo todos los esfuerzos para explorar los efectos 
del silenciamiento de la expresión de cada gen en las líneas celulares 
cultivadas para luego analizar los efectos en vías específicas. Este esfuer- 
zo se encuentra en su primera etapa, por lo tanto, futuros perfecciona- 
mientos y análisis proporcionarán una visión de los sistemas biológicos 
en cuanto a la organización y la función celular. 

¿Se puede utilizar la tecnología RNAi en medicina? ¿Podría esto ser 
utilizado para inhibir la expresión de los oncogenes en el tratamiento 
del cáncer? Los problemas de distribución tecnológica son significati- 
vos puesto que siRNA necesita llegar a las células indicadas, permane- 
cer estable en el paciente y ser eficaz en silenciar a la proteína adecuada. 
En la actualidad se está evaluando la posible utilidad de esta técnica en 
al menos una docena de ensayos clínicos. Si se pueden superar los obs- 
táculos técnicos, la RNAi podría convertirse en una clase importante 
de agente terapéutico. a 

¿Qué tecnologías nuevas traerá la nueva década? En la última dé- 
cada, la RNAÍ y la PFV han revolucionado la biología celular. No caben 
dudas de que la siguiente década traerá nuevos desarrollos inesperados, 
por lo que debemos estar muy entusiasmados por lo que ha de venir. 
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clon 398 

microscopia confocal 413 
microscopia crioelectrónica 422 
cultivo 397 
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cepa celular 399 
proteínas quiméricas 398 
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tinción fluorescente 408 
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microscopio electrónico 
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resonancia de Fórster (FRET) 416 microscopía de fluorescencia 
complejo de Golgi 425 
hibridoma 403 
microscopía de 
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por reflexión interna 

total (TIRF) 415 
microscopio electrónico 

de transmisión (TEM) 419 


Revisión de los conceptos 


1. Tanto la microscopia óptica como la electrónica se suelen utilizar con 

frecuencia para visualizar células, estructuras celulares y la localización 

de moléculas específicas. Explique por qué un científico puede elegir 

una u otra técnica de microscopía para usar en investigación. 

2. La amplificación posible con cualquier tipo de microscopio es una 

propiedad importante, pero su resolución, la capacidad para distinguir 

entre dos objetos muy juntos, es incluso más importante. Describa por 

qué el poder de resolución de un microscopio es más importante para 

visualizar detalles finos que su amplificación. ¿Cuál es la fórmula para 

describir la resolución de una lente de microscopio y cuáles son las 
limitaciones en cuanto a los valores en esta fórmula? 

3. ¿Por qué son necesarias las cepas químicas para visualizar las células 
y los tejidos con el microscopio óptico básico? ¿Qué ventajas propor- 
cionan los colorantes fluorescentes y la microscopia de fluorescencia en 
comparación con los colorantes químicos usados para teñir muestras 
para microscopía óptica? ¿Qué ventajas proporciona la microscopia de 
barrido confocal y la microscopia de desconvolución en comparación 
con la microscopia de fluorescencia convencional? 

4. En ciertos métodos de microscopia electrónica no se obtiene la ima- 
gen directa de la muestra. ¿Cómo brindan estos métodos la informa- 
ción acerca de la estructura celular y qué tipos de estructuras se visuali- 
zan? ¿Qué limitaciones tienen la mayoría de las formas de microscopia 
electrónica? 


5. ¿Cuál es la diferencia entre una cepa celular, una línea celular y un 
clon? 


6. Explique por qué el proceso de fusión celular es necesario para pro- 
ducir anticuerpos monoclonales usados para investigación. 

7.Mucho de lo que sabemos acerca de la función celular depende de los 
experimentos que utilizan células específicas y partes específicas (p. ej., 
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orgánulos) de células. ¿Qué técnicas utilizan comúnmente los científi- 
cos para aislar células y orgánulos a partir de mezclas complejas y cómo 
funcionan estas técnicas? 

8. Hoechst 33258 es un colorante químico que se une específicamente 
al DNA en las células vivas y, cuando es excitado por la luz UV, fluoresce 
en el espectro visible. Nombre y describa un método específico, em- 
pleando Hoechst 33258, que podría utilizar un investigador para aislar 
fibroblastos en la fase G2 del ciclo celular a partir de los fibroblastos en 
interfase, 

9. shRNA y siRNA se pueden utilizar para silenciar exitosamente la 
expresión de cualquier proteína específica en una línea celular u or- 
ganismo dado. La utilidad de uno sobre otro es debatible, pero existen 
motivos para usar uno de ellos para aplicaciones terapéuticas en un 
organismo vivo. ¿Cuál de los dos métodos es probable que sea más ven- 
tajoso a largo plazo y cuál es una de sus limitaciones? 


Análisis de los datos 


1. Las células hepáticas murinas se homogeneizaron y el homogenado 
se sometió a centrifugación por gradiente de densidad con gradien- 
tes de sacarosa. Las fracciones obtenidas a partir de estos gradientes se 
analizaron en busca de moléculas marcadoras (es decir, moléculas que 
están limitadas a orgánulos específicos). Los resultados de estos ensayos 
se muestran en la figura. Las moléculas marcadoras tienen las siguien- 
tes funciones: citocromo oxidasa es una enzima involucrada en el pro- 
ceso por el cual se forma el ATP en la degradación aeróbica completa 
de la glucosa o los ácidos grasos; el RNA ribosómico forma parte de los 
ribosomas que sintetizan proteínas; la catalasa cataliza la descomposi- 
ción del peróxido de hidrógeno; la fosfatasa ácida hidroliza a los ésteres 
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. 


monofosfóricos a pH ácido; la citidil transferasa está Involucrada á 
biosíntesis de fosfolípidos y la aminoácido permeasa en el transp 
de aminoácidos a través de membranas. 

a. Nombre a la molécula marcadora y asigne el número de fracción 
que está más enriquecida con cada uno de los siguientes COMPONEN! 
lisosomas; peroxisomas; mitocondrias; membrane plasmática; retículo 
endoplasmático rugoso; retículo endoplasmático liso. 

b. ¿El retículo endoplasmático rugoso es más o menos denso quee 
retículo endoplasmático liso? ¿Por qué? 

c. Describa un enfoque alternativo mediante el cual usted Podría 
identificar cuál fracción está enriquecida con cada orgánulo. 

d. ¿De qué forma podría la adición de un detergente al homogena. 
do, el cual rompe las membranas al solubilizar sus componentes lipí 
dicos y proteicos, afectar los resultados del equilibrio de gradiente de 
densidad? 


na la 
Orto 


2. El gusano nematodo C. elegans es adecuado como modelo para los 
estudios de siRNA. En este experimento, los nematodos adultos se 
alimentan con una bacteria que expresa un RNA de doble hebra para 
suprimir la expresión del gen unc18, cuyo homólogo en mamíferos co- 
difica una proteína que participa en la integración de las vesículas de 
almacenamiento de GLUTA4 en la membrana plasmática. Antes de eva- 
luar los efectos en el organismo mismo, es necesario utilizar RT-PCR 
para analizar si el experimento de siRNA funcionó. Las muestras son de 
embriones provenientes de cinco adultos alimentados con las bacterias, 
y a continuación se muestran los resultados obtenidos después de apli- 
car RT-PCR usando cebadores para amplificar los mRNA de dos genes 
diferentes, unc18 y GLUT4. 


o 
(9) Gusanos 


e A B Cc D E 


: ' os 
a. De los embriones analizados, ¿qué muestras demuestran que! 


adultos incorporaron exitosamente las bacterias conteniendo el ri " 
, , 10N: 
de doble hebra unc18? ¿Basándose en qué llegó usted a esta conclus 


>. 


b. Marcar cuáles grupos de bandas resultan de la amplificación con 
los cebadores unc18 y cuáles de los cebadores para GLUTA. ¿Por qué 
se utilizó como control positivo para la RT-PCR a los cebadores para 
GLUT47 ¿Qué le dice esto a usted acerca de la relación entre el silencia- 
miento del mRNA de unc18 y de GLUT4? 

c. Con anticuerpos contra unc18, esquematice una inmunotransfe- 
rencia (Western blot) que muestre los resultados esperados a partir de 
muestras de proteínas de cada una de las 5 muestras. 

d. Para investigar aún más la relación entre las proteínas unc18 y 
GLUTA, se repite el experimento con siRNA, pero en células embriona- 
rias que expresan una proteína GLUT4 marcada con PFV. Dibuje una 
célula que incluya sus mitocondrias, núcleo y retículo endoplasmático 
rugoso y muestre dónde, si se utiliza un microscopio confocal de barri- 
do láser, se podría localizar la fluorescencia de PFV en las células que 
expresan siRNA unc18. No se olvide de dibujar la célula que representa 
el control. 

e. La capacidad de una proteína para colocalizarse con otra proteí- 
na sugiere pero no prueba que las dos interactúan físicamente una con 
otra. Tener ambas proteínas marcadas, en este caso unc18 con proteína 
verde fluorescente y GLUT4 con proteína roja fluorescente, proporcio- 
na al experimentador los reactivos para separar la cuestión de colo- 
calización respecto de la interacción. Usando estos reactivos, describa 
una técnica que podría simplemente demostrar que unc18 se colocaliza 
con GLUTA4 y otra técnica que pruebe la interacción física de las dos 
proteínas. 
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- Separación de orgánulos 


H Beautay y cols., 1904, Biochemical Journal 92:191 


n las décadas de 1950 y 1960, los cientí- 

ficos utilizaban dos técnicas para estudiar 
los orgánulos celulares: microscopia y frac- 
cionamiento. Christian de Duve estaba a la 
vanguardia del fraccionamiento celular. Al 
comienzo de la década de 1950, él utilizó la 
centrifugación para distinguir un orgánulo 
nuevo, el lisosoma, de los fraccionamientos 
previamente caracterizados: el núcleo, la frac- 
ción rica en mitocondrias y los microsomas. 
Pronto después de eso, utilizó la centrifuga- 
ción en gradiente de densidad para descubrir 
otro orgánulo. 


Antecedentes 


Las células eucariontes están altamente orga- 
nizadas y compuestas por estructuras celula- 
res conocidas como orgánulos que realizan 
funciones específicas. Aunque la microscopia 
ha permitido a los biólogos describir la loca- 
lización y la aparición de diversos orgánulos, 
tiene un uso limitado en cuanto a descubrir 
la función del orgánulo. Para realizar esto, 
los biólogos celulares han confiado en una 
técnica que se conoce como fraccionamien- 
to celular. Aquí las células se rompen y los 
componentes celulares se separan sobre la 
base de su tamaño, masa y densidad con la 
utilización de una variedad de técnicas de 
centrifugación. Los científicos podrían luego 
aislar y analizar los componentes celulares 
de diferentes densidades, llamadas fracciones. 
Usando este método, los biólogos han divi- 
dido la célula en cuatro fracciones: núcleo, 
fracción rica en mitocondrias, microsomas y 
savia celular. 

De Duve fue un bioquímico interesado 
en las localizaciones subcelulares de las en- 
abólicas. Ya había completado un 
n de trabajo sobre el fracciona- 
s hepáticas, en las cuales ha- 
ocalización subcelular de 
Al localizar estas enzi- 
s específicas, pudo 


zimas met 
gran volume 
miento de célula 
bía determinado la | 
numerosas enzimas. 


mas en fracciones celulare 
comenzar a elucidar la función del orgánulo. 


Señaló que su trabajo estuvo guiado por dos 
hipótesis: el “postulado de homogeneidad 
bioquímica” y “el postulado de localización 


única,” Brevemente, estas hipótesis proponen 
que la composición completa de una pobla- 
ción subcelular contendrá las mismas enzi- 
mas y que cada enzima se localiza en un sitio 
independiente dentro de la célula. Con estas 
dos hipótesis y la poderosa herramienta de 
centrifugación, de Duve subdividió aún más 
la fracción rica en mitocondrias. Primero, 
identificó la fracción mitocondrial ligera, la 
cual está constituida por enzimas hidrolíticas. 
Luego, en una serie de experimentos descri- 
tos aquí, identificó otra fracción subcelular 
independiente, que denominó peroxisoma, 
dentro de la fracción rica en mitocondrias. 


El experimento 


De Duve estudió la distribución de las enzi- 
mas en las células hepáticas de rata. Altamen- 
te activas en el metabolismo energético, el hí- 
gado contiene una cantidad de enzimas útiles 
para estudiar. Para buscar la presencia de 
diversas enzimas durante el fraccionamiento, 
de Duve se basó en análisis conocidos, llama- 
dos ensayos enzimáticos, para la actividad 
enzimática. Para retener la máxima actividad 
enzimática había tomado precauciones, que 
incluían realizar todos los pasos del fraccio- 
namiento a 0 *C para reducir la actividad de 
proteasas. 

De Duve utilizó centrifugación con velo- 
cidad zonal para separar componentes celu- 
lares por sucesivos pasos de centrifugación. 
Extirpó el hígado de rata y lo disgregó por 
homogeneización. La preparación cruda de 
las células homogeneizadas se sometió luego 
a centrifugación a velocidad relativamente 
baja. Este paso inicial separaba el núcleo de 
las células, que se acumula como un sedi- 
mento en el fondo del tubo, del extracto cito- 
plasmático, que permanece en el sobrenadan- 
te. A continuación, de Duve subdividió aún 
más el extracto citoplasmático en una frac- 
ción mitocondrial pesada, una fracción mi- 
tocondrial ligera y una fracción microsómica. 
Logró realizar la separación del citoplasma 
empleando sucesivos pasos de centrifugación 
de fuerza creciente. En cada paso recolectaba 
y almacenaba las fracciones para análisis en- 
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zimático posterior. Una vez que completó el 
fraccionamiento, de Duve llevó a cabo ensa- 
yos enzimáticos para determinar la distribu- 
ción subcelular de cada enzima. Representó 
luego la distribución de la enzima a través 
de toda la célula. Como se había demostrado 
anteriormente, la actividad de la citocromo 
oxidasa, una enzima importante en el siste- 
ma de transferencia electrónica, se encontró 
principalmente en las fracciones mitocon- 
driales pesadas. La fracción microsómica se 
demostró que contenía otra enzima previa- 
mente caracterizada, la glucosa-6-fosfatasa. 

La fracción mitocondrial ligera, que está 
formada por el lisosoma, mostró las activida- 
des características de la fosfatasa ácida. Ines- 
peradamente, de Duve observó un cuarto 
patrón cuando ensayó la actividad uricasa. 
En lugar de seguir el patrón de las enzimas de 
referencia, la actividad uricasa se concentró 
bruscamente dentro de la fracción mitocon- 
drial ligera, lo cual le sugirió a de Duve que la 
uricasa podría estar aislada en otra población 
subcelular separada de las enzimas lisosómi- 
cas. 

Para evaluar esta teoría, de Duve utilizó 
una técnica conocida como centrifugación 
en gradiente de densidad, que separa las ma- 
cromoléculas sobre la base de la densidad. 
La centrifugación en gradiente de densidad 
se puede realizar usando una cantidad de 
diferentes gradientes, que incluyen sacarosa 
y glucógeno. Además, el gradiente se puede 
realizarse en agua o “agua pesada” que contie- 
ne el isótopo de hidrógeno deuterio en lugar 
del hidrógeno. En este experimento, de Duve 
separó la fracción rica en mitocondrias pre- 
parada por centrifugación zonal de velocidad 
en cada uno de estos gradientes diferentes 
(véase la Fig. 9-35). Si la uricasa fuese parte 
de un compartimento subcelular separado, se 
la podría separar de las enzimas lisosómicas 
en cada gradiente analizado. De Duve llevó 
a cabo los fraccionamientos en esta serie de 
gradientes, luego realizó ensayos enzimáti- 
cos como antes. En cada caso, la uricasa se 
encontró en una población separada de la 
enzima lisosómica fosfatasa ácida y la enzima 
mitocondrial citocromo oxidasa (Fig. 1). Al 
observar repetidamente la actividad uricasa 
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FIGURA 1 Representación gráfica del análisis enzimático de los produc- 5 
tos a partir de un gradiente de sacarosa. La fracción rica en mitocondrias 4 
se separó como se describe en la ! y luego se realizaron ensayos 
enzimáticos. Se representa la concentración relativa de enzimas activas en el 3 
eje y, y la altura de los tubos en el eje x. El pico de actividades de la citocro- 
mo oxidasa (arriba) y la fosfatasa ácida (abajo) se observan cerca de la parte 2 
superior del tubo. El pico de actividad de la uricasa (medio) migra hacia la parte 
inferior del tubo. 1 
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en una fracción distinta de la actividad de 
las enzimas lisosómicas y mitocondriales, de 
Duve concluyó que la uricasa era parte de un 
orgánulo separado. El experimento también 
demostró que las otras dos enzimas, catalasa 
y D-aminoácido oxidasa, se separaban en la 
misma fracción que la uricasa. Debido a que 
cada una de estas enzimas producía o utiliza- 
ba peróxido de hidrógeno, de Duve propuso 
que esta fracción representaba un orgánulo 
responsable del metabolismo del peróxido y 
lo apodó peroxisoma. 


Citocromo OXidasa 


Uricasa 


Fosfatasa ácida 
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Análisis 


El trabajo de Duve del fraccionamiento celu- 
lar proporcionó señales acerca de la función 
de las estructuras de las células mientras tra- 
taba de asignar la localización de estas enzi- 
mas. Analizar el inventario de enzimas en una 
fracción celular dada le brindó pistas para sus 
funciones. Su trabajo cuidadoso dio como re- 
sultado el descubrimiento de dos orgánulos: 
el lisosoma y el peroxisoma. Su trabajo tam- 
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bién proporcionó pistas importantes para la 
función de los orgánulos. El lisosoma, donde 
de Duve encontró tantas enzimas potencial- 
mente destructivas, se sabe en la actualidad 
que es el sitio para la degradación de biomo- 
léculas. Se ha demostrado que el peroxisomá 
es el sitio de oxidación de los ácidos grasos Y 
los aminoácidos, las reacciones que producen 
grandes cantidades de peróxido de hidróge- 
no. En 1974, de Duve recibió el premio Nobel 
de Fisiología o Medicina en reconocimiento 4 
su trabajo pionero. 
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Modelo molecular de una bicapa lipídica con las proteínas de membrana 
embebidas. Las proteínas transmembrana tienen diferentes dominios, exo- 
plasmático, citosólico transmembrana. Se muestran porciones del receptor de 
la insulina que regula el metabolismo celular. (Ramón Andrade 3Dciencia/ SciencePhoto 
Library) 


as membranas participan en muchos aspectos de la estructura y la 

función celular. La membrana plasmática define la célula y separa 

el interior del exterior. En los eucariontes, las membranas definen 
además los orgánulos intracelulares, como el núcleo, las mitocondrias 
y los lisosomas. Todas estas membranas biológicas presentan la misma 
arquitectura básica —una bicapa de fosfolípidos en la cual están incrus- 
tadas las proteínas (Fig. 10-1)-. Al evitar el movimiento no asistido de 
la mayoría de las sustancias hidrosolubles de un lado de la membrana 
al otro, esta membrana de fosfolípidos actúa como una barrera de per- 
meabilidad que ayuda a mantener las diferencias características sabs 
el interior y el exterior de la célula o el orgánulo; a su vez, las proteí- 
nas embebidas dotan a la membrana de funciones específicas, como el 
transporte regulado de sustancias de un lado al otro. Cada membrana 
celular tiene su propio conjunto de proteínas que le permiten llevar a 
cabo una multitud de funciones distintas. 

Los procariontes, las células más pequeñas y simples, tienen apro- 
ximadamente 1-2 jm de longitud y están rodeadas por una única 
membrana plasmática; en la mayoría de los casos, no canceen sub- 
compartimentos limitados por membranas internas (véase la Fig. 
1-11). Sin embargo, esta única membrana plasmática contiene cien- 
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tos de diferentes tipos de proteínas integrales para la función celular. 
Parte de éstas catalizan la síntesis de ATP y la iniciación de la repli- 
cación del DNA, por ejemplo. Otras incluyen los muchos tipos de 
proteínas de transporte de la membrana, que permiten que iones, 
azúcares, aminoácidos y vitaminas específicos atraviesen la bicapa de 
fosfolípidos, por lo demás impermeable, y que productos metabólicos 
específicos salgan de la célula. Los receptores de la membrana plas- 
mática son proteínas que permiten que la célula reconozca señales 
químicas presentes en su ambiente y ajustan su metabolismo o su 
patrón de expresión génica como respuesta. 

Los eucariontes tienen además membranas plasmáticas tachonadas 
con una gran cantidad de proteínas que desempeñan diversas funcio- 
nes, que incluyen el transporte de membrana, la señalización celular 
y la conexión de las células en los tejidos. Además, las células euca- 
riontes (que por lo general son de mucho mayor tamaño que las pro- 
cariontes) tienen una diversidad de orgánulos internos limitados por 
membrana (véase la Fig. 9-32). Cada membrana de un orgánulo tiene 
un complemento único de proteínas que le permiten desempeñar sus 
funciones celulares características, como la generación de ATP (en las 
mitocondrias) y la síntesis de DNA (en el núcleo). Muchas proteínas de 
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FIGURA 10-1 Modelo del mosaico fluido de las biomembranas. Una bica- 
pa de fosfolípidos -3 nm de espesor proporciona arquitectura básica de todas 
las membranas celulares; las proteínas de la membrana dan a cada membrana 
celular su conjunto único de funciones. Los fosfolípidos individuales pueden 
moverse en dirección lateral y girar dentro del plano de la membrana, lo pro- 
porciona a ésta una consistencia fluida, similar a la del aceite de oliva. Las inte- 
racciones no covalentes entre los fosfolípidos, y entre estos y las proteínas, le 
dan fuerza y resistencia a la membrana, mientras que el núcleo hidrofóbico de 
la bicapa evita el movimiento no asistido de las sustancias hidrosolubles de un 


la membrana plasmática unen, asimismo, componentes del citoesque- 
leto, una densa red de filamentos proteicos que atraviesa el citosol para 
proporcionar soporte mecánico a las membranas celulares, interaccio- 
nes esenciales para que la célula adquiera su forma específica y para 
muchos tipos de movimientos celulares. 

A pesar de que desempeñan una función estructural en las células, 
las membranas no son estructuras rígidas. Pueden curvarse y flexio- 
narse en tres dimensiones, y mantener aún su integridad; esto se debe, 
en parte, a las abundantes interacciones no covalentes que mantienen 
juntos unidos los lípidos y las proteínas. Más aún, en el plano de la 
membrana hay considerable movilidad de lípidos y proteínas indivi- 
duales. De acuerdo con el modelo de mosaico fluido de las biomem- 
branas, propuesto inicialmente por los investigadores en la década de 
1970, la bicapa lipídica se comporta, en ciertos aspectos, como un flui- 
do bidimensional en el que las moléculas de lípidos individuales pue- 
den desplazarse unas a través de las Otras, así como rotar en su lugar. 


FIGURA 10-2 Las membranas de las células eucariónticas son estructu- 
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lado al otro. Las proteínas integrales (transmembrana) abarcan la bicapa y, con 
frecuencia, forman dímeros y oligómeros de alto orden. Las proteínas ancladas 
a los lípidos se encuentran unidas a una lamela por una cadena hidrocarbona- 
da unida mediante enlaces covalentes. Las proteínas periféricas se asocian con 
la membrana, inicialmente, por interacciones específicas no covalentes con 
proteínas integrales o lípidos de ésta. Las proteinas de la membrana plasmática 
también hacen extenso contacto con el citoesqueleto. (Tomado de D Engelman, 2005 
Nature 438:578-580,) 
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Esta fluidez y flexibilidad no solo les permite a los orgánulos asumir sus 
formas típicas, sino que también dota a las membranas de la pro led ad 
de evaginación y fusión, como ocurre cuando se liberan virus y 
célula infectada (Fig. 10-2a) y cuando las membranas iy be 
del complejo de Golgi forman como vesículas en el citosol (Fi 10-29 
y luego se fusionan con otras membranas para transportar > t d 
do desde un orgánulo a otro (Cap. 14). 2 

Comenzamos nuestro análisis de las biomembranas considerando 
sus componentes lipídicos. Estos no solo afectan la forma y función de 
las membranas, sino que también ayudan a que las proteínas se anclen 
a la ésta, modifican las actividades de las proteínas de las membranas 
transmiten las señales al citoplasma. Luego, consideraremos la asada 
ra de las proteínas de la membrana. Muchas de éstas tienen segmentos 
grandes embebidos en el núcleo hidrocarbonado de la bicapa de fosfo- 
lípidos, y nos centraremos en las principales clases de estas proteínas de 
membrana. Finalmente, analizaremos el modo en que lípidos, como los 
fosfolípidos y el colesterol, se sintetizan en las células y se distribuyen 
a las muchas membranas y orgánulos. El colesterol es un componente 
esencial de la membrana plasmática de todas las células animales, pero 
resulta tóxico para el organismo si está presente en exceso. 


10.1 La bicapa lipídica: composición 
y organización estructural 


En el Capítulo 2, aprendimos que los fosfolípidos constituyen los blo- 
ques estructurales principales de las biomembranas. Los fosfolípidos 
más comunes de las biomembranas son los fosfoglicéridos (véase la 
Fig. 2-20), pero como veremos en este capítulo, existe una gran varie- 
dad de tipos de fosfolípidos. Todos los fosfolípidos son moléculas an- 
fipáticas consisten en dos segmentos con propiedades químicas muy 
distintas: una “cola” hidrocarbonada con base ácida (acilo graso), que 


es hidrofóbica y se aleja del agua, y un “grupo cabeza polar *, que es 
fuertemente hidrofílico o amante del agua, y tiende a interactuar con 
gua. Las interacciones de los fosfolípidos entre sí 


las moléculas de a 
en gran medida, la estructura de las bio- 


y con el agua determinan, 
membranas. 

Además de los fosfolípidos, las biomembranas contienen cantida- 
des más pequeñas de otros lípidos anfipáticos, como los glucolípidos 
y el colesterol, que contribuyen a la función de las membranas de un 
modo importante. Consideraremos, en primer término, la estructura y 

pidos puros; luego, analiza- 


las propiedades de las bicapas de los fosfolí 
a conducta de las membranas celulares natu- 


la precisa composición de lípidos 
en sus propiedades físicas. 


remos la composición y l 
rales. Veremos aquí el modo en que 
de una membrana determinada influye 


Los fosfolípidos forman bicapas espontáneamente 

s fosfolípidos, que gobierna sus inte- 
uctura de las biomembranas. Cuando 
dispersa mecánicamente en solu- 
formas: micelas esféricas 


La naturaleza anfipática de lo 
racciones, es crítica para la estr 
una suspensión de fosfolípidos se 
éstos se agregan en una de tres 
e fosfolípidos laminares, de dos moléculas 
de espesor (Fig. 10-3). El tipo de estructura formada por los fosfolí- 
pidos puros o una mezcla de fosfolípidos depende de varios factores, 
que incluyen la longitud de las cadenas de ácidos grasos en la cola 
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y liposomas o bicapas d 
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FIGURA 10-3 La estructura de bicapa de las biomembranas. (a) Fotomi- 
crografía electrónica de un corte fino a través de la membrana de un eritrocito, 
teñida con tetróxido de osmio. La apariencia característica de “vía de ferrocarril" 
de la membrana indica la presencia de dos capas polares, compatible con la 
estructura de bicapa de las membranas fosfolipídicas. (b) Interpretación es- 
quemática de la bicapa fosfolipídica en la cual los grupos polares enfrentan el 
exterior para proteger las colas de acilos grasos hidrofóbicos del agua. El efecto 
hidrofóbico y las interacciones de van der Waals entre las colas de acilos grasos 
impulsan el ensamblaje de la bicapa (Cap. 2). (c) Vistas transversales de otras 
dos estructuras formadas por la dispersión de los fosfolípidos en el agua. Una 
micela esférica tiene un interior hidrofóbico compuesto totalmente por cade- 
nas de acilos grasos; un liposoma esférico consiste en una bicapa fosfolipídica 
que rodea un centro acuoso. (Pane (a) cortesía de J. D. Robertson, 


hidrofóbica, su grado de saturación (el número de enlaces C—C y 
C=C) y la temperatura. En las tres estructuras, el efecto hidrofóbico 
hace que se agreguen las cadenas laterales acilos grasos y excluyan las 
moléculas de agua del “núcleo”. En raras ocasiones, se forman mice- 
las con fosfolípidos naturales, cuyas cadenas de acilos grasos gene- 
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ralmente son demasiado grandes como pará adecuarse al interior de 
una micela. Sin embargo, se forman micelas si una de las dos cadenas 
de acilos grasos que constituyen la cola de un fosfolípido se elimina 


por hidrólisis, lo que forma un lisofosfolípido, como sucede cuando 
lipasa. En solución acuosa, los detergentes 


an micelas que se comportan como bolas 
a las soluciones jabonosas su 


se trata con la enzima fosfo 
comunes y los jabones form 
minúsculas de rodamiento; esto confiere 


carácter resbaladizo y sus propiedades lubricantes. 
Los fosfolípidos presentes en las células espontáneamente forman 


bicapas fosfolipídicas simétricas. Cada capa de fosfolípidos, en esta 
estructura laminar, se denomina lamela o laminilla. Las cadenas de 
acilos grasos hidrofóbicas de cada lamela reducen al mínimo el con- 
tacto con el agua y se alinean estrechamente en el centro de la bicapa, 
lo que forma una zona central hidrofóbica de aproximadamente 3 a 
4 nm de espesor (Fig. 10-3b). El estrecho empaquetamiento de estas 
colas no polares es estabilizado por interacciones de van der Waals 
entre las cadenas hidrocarbonadas. Los puentes de hidrógeno y las 
interacciones iónicas estabilizan las interacciones de los grupos de las 
cabezas polares de los fosfolípidos entre sí y con el agua. La micros- 
copia electrónica de cortes delgados de las membranas de las células 
teñidas con tetróxido de osmio, que se une fuertemente a los grupos 
polares de las cabezas de los fosfolípidos, muestra la estructura de la 
bicapa (Fig. 10-3a). Un corte transversal de una membrana simple te- 
ñida con tetróxido de osmio tiene el aspecto de una vía de ferrocarril: 
dos líneas delgadas oscuras (los complejos de las cabezas agrupadas 
teñidas) con un espacio claro, uniforme, de alrededor de 2 nm entre 
éstas (las colas hidrofóbicas). 

Una bicapa fosfolipídica puede tener un tamaño casi ilimitado 
(desde micrómetros [jm] a milímetros [mm] de longitud o ancho) y 
puede contener decenas de millones de moléculas de fosfolípidos. La 
bicapa de fosfolípidos es la unidad estructural básica de casi todas las 
membranas biológicas. Su centro hidrofóbico evita que la mayoría de 
las sustancias hidrosolubles atraviesen la membrana de un lado al otro. 
Aunque las biomembranas contienen otras moléculas (p. ej., coleste- 
rol, glucolípidos, proteínas), la bicapa fosfolipídica es la que separa las 
dos soluciones acuosas y actúa como barrera de permeabilidad. Así, 
la bicapa lipídica define los compartimentos celulares y permite una 
separación entre el interior de la célula y el mundo externo. 


Las bicapas fosfolipídicas forman un 
compartimento sellado que rodea un espacio 
acuoso interno 


Las bicapas fosfolipídicas pueden generarse en el laboratorio por me- 
dios simples, empleando fosfolípidos químicamente puros o mezclas 
de lípidos de la composición que se encuentra en las membranas ce- 
lulares (Fig. 10-4). Estas bicapas sintéticas poseen tres propiedades 
importantes. En primer lugar, son virtualmente impermeables a los 
solutos solubles en agua (hidrofílicos) que no difunden rápidamente 
a través de la bicapa. Éstos incluyen sales, azúcares y la mayoría del 
ae hidrofílicas pequeñas entre las que se encuentra la 

€ agua. La segunda propiedad de la bicapa es su estabilidad. 
e interacciones hidrofóbicas y de van der Waals, entre las cadenas de 
e grasos, mantienen la integridad del interior de la estructura de 
a bicapa. Aun cuando el ambiente acuoso del exterior pueda variar 
ampliamente en cuanto a fuerza ¡ónica y pH, la bicapa tiene la fuerza 
requerida para retener su arquitectura Característica. En tercer lugar, 
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FIGURA EXPERIMENTAL 10-4 Formación y estudio de bicapas fosfoli- 
pídicas puras. (Arriba) Un preparado de membranas biológicas se trata con 
un solvente orgánico, como una mezcla de cloroformo y metanol (3:1), que 
solubiliza selectivamente los fosfolípidos y el colesterol. Las proteínas y los hi- 
dratos de carbono permanecen en un residuo insoluble. El solvente se elimina 
por evaporación. (Abajo, izquierda) Si los lípidos se dispersan mecánicamente 
en el agua, forman espontáneamente un liposoma, que se muestra en un corte 
transversal, con un compartimento interno acuoso. (Abajo, derecha) Una bicapa 
plana, que también se muestra en un corte transversal, puede formarse por 
encima de un pequeño agujero en una partición que separa dos fases acuosas, 
un sistema de este tipo puede emplearse para estudiar las propiedades físicas 
de las bicapas y su permeabilidad a los solutos. 


todas las bicapas fosfolipídicas pueden formar de modo espontáneo 
compartimentos cerrados sellados, en los que el espacio acuoso del in- 
terior se encuentra separado del exterior. Un “borde” de una bicapa 
fosfolipídica, como el que se muestra en la Figura 10-3b, con el núcleo 
hidrocarbonado de la bicapa expuesto a una solución acuosa 65 1nes- 
table; las cadenas de laterales de acilos grasos expuestas estarían €” Se 
estado mucho más estable energéticamente si no se localizaran € sit10S 
adyacentes a moléculas de agua, sino que se encontraran rodeadas po! 


Mitocondrias 


Interior 


Matriz 
Espacio 


Lisosoma 


Citosol Exterior 


és Membranas 


Exterior | nucleares 
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otras cadenas de acilos grasos (efecto hidrofóbico; Cap. 2). Así, en so- 
lución acuosa, las láminas de bicapas fosfolipídicas espontáneamente 
sellan sus bordes, formando una bicapa esférica que encierra un com- 
partimento central acuoso. El liposoma que se muestra en la Figura 
10-3c es un ejemplo de una estructura, visto en un corte transversal. 
Esta propiedad físico-química de una bicapa de fosfolípidos tiene 
derivaciones importantes para las membranas celulares: no hay mem- 
brana en una célula que pueda tener un “borde” con cadenas de aci- 
los grasos hidrocarbonadas expuestas. Todas las membranas forman 
compartimentos cerrados, similares en su arquitectura básica a los 
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FIGURA 10-5 Las caras de las membranas celulares, La 
membrana plasmática, una membrana de bicapa simple, rodea 
a la célula. En esta representación altamente esquemática, el 
citosol interno (tostado) y el ambiente externo (blanco) definen 
las caras citosólica (rojo) y exoplásmica (gris) de la bicapa. Las 
vesículas y algunos orgánulos tienen membranas simples 

y su espacio acuoso interno (blanco) es topológicamente 
equivalente al exterior de la célula, Tres orgánulos —el núcleo, la 
mitocondria y el cloroplasto (que no se muestra)-, están rodea- 
dos por dos membranas separadas por un pequeño espacio 
entre ellas. Las caras exoplásmicas interna y externa de las 
membranas, que rodean estos orgánulos, bordean el espacio 
intermembranoso entre éstas. Para simplificar, el interior hidro- 
fóbico de la membrana no se indica en este diagrama. 


citosólica 


Membrana plasmática 


liposomas. Como todas las membranas celulares encierran una célu- 
la completa o un compartimento interno, tienen una cara interna (la 
superficie orientada hacia el interior del compartimiento) y una cara 
externa (la superficie presentada al medio ambiente). Más comúnmen- 
te, designamos las dos superficies de una membrana celular como la 
cara citosólica y la cara exoplasmática. Esta nomenclatura es útil para 
resaltar la equivalencia topológica de las caras de las diferentes mem- 
branas, como se diagrama en las Figuras 10-5 y 10-6. Por ejemplo, la 
cara exoplasmática de la membrana plasmática se dirige desde el citosol 
hacia el espacio extracelular o el ambiente externo y define el límite 
externo de la célula. La cara citosólica de la membrana plasmática en- 
frenta al citosol. De modo similar, para los orgánulos y las vesículas ro- 
deados por una membrana única, la cara citosólica enfrenta al citosol. 
La cara exoplasmática siempre se dirige hacia afuera desde el citosol y, 
en este caso, está en el interior del orgánulo en contacto con el espacio 


FIGURA 10-6 Las caras de la membrana celular se conservan durante 

la invaginación y fusión de las membranas. Las superficies rojas de la 
membrana son las caras citosólicas; las grises, las caras exoplasmáticas. Durante 
la endocitosis, un segmento de la membrana plasmática brota hacia el interior 
y se dirige hacia el citosol; finalmente, se desprende una vesícula separada. 
Durante este proceso, la cara citosólica de la membrana plasmática sigue 
enfrentando al citosol, y la cara exoplásmica de la nueva vesícula de membrana 
enfrenta la luz de la vesícula. Durante la exocitosis, una vesícula intracelular se 
fusiona con la membrana plasmática, y la luz de la vesícula (cara exoplasmáti- 
ca) se conecta con el medio extracelular. Las proteínas que se extienden en la 
membrana retienen su orientación asimétrica durante la brotación y fusión de 
las vesículas; en particular, el mismo segmento siempre enfrenta al citosol. 
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acuoso interno o con la luz. La luz de estas vesículas es topológicamen- 
te equivalente al espacio extracelular, un concepto que se comprende 
con mayor facilidad en relación con las vesículas que surgen por invagl- 
nación (endocitosis de la membrana plasmática). La cara externa de la 
membrana plasmática se transforma en la cara interna de la membrana 
de la vesícula, mientras que en la vesícula la cara citosólica de la mem- 
brana plasmática aún enfrenta al citosol (Fig. 10-6). 

Tres orgánulos (el núcleo, las mitocondrias y los cloroplastos) es- 
tán rodeados no por una sola membrana, sino por dos. La superficie 
exoplasmática de cada membrana enfrenta el espacio que se encuentra 
entre las dos membranas. Esto, tal vez, pueda comprenderse mejor en 
relación con la hipótesis del endosimbionte, analizada en el Capítulo 6, 
que plantea que las mitocondrias y los cloroplastos surgieron en etapas 
iniciales en la evolución de las células eucariontes por simbiosis con 
bacterias capaces de fosforilación oxidativa o fotosíntesis, respectiva- 
mente (véase la Fig. 6-20). 

Las membranas naturales de diferentes tipos celulares muestran 
diversidad de formas que complementan la función de la célula. La 
superficie lisa y flexible de la membrana plasmática de los eritrocitos 
permite que la célula se comprima a través de los capilares sanguí- 
neos estrechos (Fig. 10-7a). Algunas células tienen extensiones largas 
y delgadas de la membrana plasmática, llamadas cilios o flagelos, 
que se agitan a manera de látigo (Fig. 10-7b). Este movimiento hace 
que el líquido fluya a través de la superficie de una lámina de células 
o que un espermatozoide nade hacia un óvulo. Las distintas formas 
y propiedades de las biomembranas generan un interrogante clave 
en la biología celular, es decir, de qué manera la composición de las 
membranas biológicas se regula para establecer y mantener la iden- 
tidad de las diversas estructuras de membrana y los compartimentos 
delimitados por ésta. Volveremos a esta pregunta en la Sección 10-3 
y en el Capítulo 14. 


Las biomembranas contienen tres clases principales 
de lípidos 


El término fosfolípido es algo genérico y comprende distintos tipos de 
moléculas de múltiples clases. Se refiere a cualquier lípido anfipático 
con una cabeza polar fosfato y dos colas hidrofóbicas. Una biomem- 
brana típica, de hecho, contiene tres clases de lípidos anfipáticos: los 
fosfoglicéridos, los esfingolípidos y los esteroles, que difieren en sus 
estructuras químicas, abundancia y funciones en la membrana (Fig. 
10-8). Si bien todos los fosfoglicéridos son fosfolípidos, solo ciertos es- 
fingolípidos lo son y ningún esterol lo es. 

Los fosfoglicéridos son la clase más abundante de fosfolípidos en 
la mayoría de las membranas, derivados del glicerol 3-fosfato (véase 
la Fig. 10-8a). Una molécula de fosfoglicérido típica consiste en una 
cola hidrofóbica compuesta por dos cadenas de ácidos grasos (acilo) 
esterificadas a los dos grupos hidroxilos en el glicerol fosfato y un 
Srupo:con tiña cabeza polar unida al grupo fosfato. Las dos cadenas 
de acilos grasos pueden diferir en el número de carbonos que con- 
tienen (normalmente, 16 o 18) y en su grado de saturación (0, 1 o 2 
dobles enlaces). Un fosfoglicérido se clasifica de acuerdo con la natu- 


raleza del grupo de su cabeza. En las fosfatidilcolinas, los fosfolípidos 


más abundantes en la membrana plasmática, el grupo de la cabeza 


a en colina, ¡o alcohol cargado positivamente, esterificado al 
osfato cargado negativamente. En otros fosfoglicéridos, una molécu- 
la que contiene OH como la etanolamina, serina o el inositol deriva- 
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FIGURA 10-7 Variación de las biomembranas en diferentes tipos celu- 
lares. (a) Una membrana lisa, flexible cubre la superficie de la célula discoidal 
eritrocitaria, como se observa en esta fotomicrografía electrónica de barrido. 
(b) Mechones de cilios (Ci) se proyectan desde las células ependimarias que 
tapizan los ventrículos cerebrales. (Parte [a] Copyright € Omi Kron/Photo Researchers, Ine. 
Parte [b] tomada de R.G.Kesseland RH. Kardon, 1979, Tissues and Organs: AText-Atlas of Scanning Electron 
Microscopy, W. H, Freemanand Company) 


do del azúcar está ligada al grupo fosfato. El grupo fosfato de carga 
negativa y los grupos cargados positivamente o los grupos hidroxilo 
de la cabeza interactúan fuertemente con el agua. A pH neutro, al- 
gunos fosfoglicéridos (p. ej., fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina) 
no llevan carga eléctrica neta, mientras que otros (p. €j., fosfatidili- 
nositol y fosfatidilserina) llevan una carga negativa neta única. Sin 
embrago, los grupos polares de la cabeza, en todos estos fosofolípidos, 
pueden empaquetarse juntos en la estructura característica de la bt 
capa. Cuando las fosfolipasas actúan sobre los fosfoglicéridos, produ- 
cen lisofosfolípidos, que carecen de una de las dos cadenas acilo. LoS 
lisofosfolípidos no sólo son moléculas de señalización importantes 
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FIGURA 10-8 Tres clases de lípidos de la membrana. (a) La mayoría de 

los fosfoglicéridos son derivados del glicerol 3-fosfato (rojo), que contiene dos 
cadenas de acilos grasos esterificados que constituyen la “cola” hidrofóbica y 
un “grupo de la cabeza” polar esterificado al fosfato. Los ácidos grasos pueden 
variar en longitud y ser saturados (sin dobles enlaces) o insaturados (uno, 

dos o 1res dobles enlaces). En la fosfatidilcolina (PC), el grupo de la cabeza es 
colina. También se muestran las moléculas unidas al grupo fosfato en otros tres 
fosfoglicéridos comunes: la fosfatidiletanolamina (PE), la fosfatidilserina (PS) y el 
fosfatidilinositol (PM). Los plasmalógenos contienen una cadena de acilo graso 
unida al glicerol por un enlace éster y otra unida mediante un enlace éter; 
éstas contienen grupos similares, en la cabeza, a los de los otros fosfoglicé- 
nidos. (b) Los eshngolipidos son derivados de la esfingosina (rojo), un amino 
alcohol con una cadena hidrocarbonada larga. Varias cadenas de acilos grasos 


están conectadas a la esfngosina por un enlace amida. Las esingomielinas 
(SM) que contienen en su cabeza un grupo fosfocolina son fosfolípidos. Otros 
esfingolípidos son glucolípidos en los cuales un único residuo de azúcar o un 
oligosacárido ramificado está unido al esqueleto de esfingosina. Por ejemplo, 
un glucocerebrósido simple (GlcCer) posee un grupo glucosa en la cabeza. (c) 
Los principales esteroles de los animales (colesterol), hongos (ergosterol) y ve- 
getales (estigmasterol) difieren ligeramente en su estructura, pero todos sirven 
como componentes clave de las membranas celulares. La estructura básica de 
los esteroles es un hidrocarbono de cuatro anillos (amarillo). Al igual que otros 
lípidos de la membrana, los esteroles son anfipáticos. El grupo hidroxilo único 
es equivalente al grupo polar de la cabeza de otros lípidos; el anillo conjugado 


y la cola hidrocarbonada corta forman la cola hidrofóbica. (Véase HSprong y cols. 
2001, Nature Rev. Mol. Cell Biol, 2:504.) 
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por receptores específicos; su 


a ; idas 
liberadas desde las células y reconoc1 dades físicas de las mem- 


presencia puede también afectar las propi€ 
branas en las que residen. 

Los plasmalógenos son un grupo 
una cadena de acilo graso unida al car 


¡ bona 
enlace éster y una cadena hidrocar 
glicero] por un éter (C—O—-C), más que por un enlace éster. Los plas- 


malógenos son particularmente abundantes en los ES cerebral y 
cardíaco de seres humanos. La mayor estabilidad química del enlace 
éter de los plasmalógenos, comparado con los enlaces éster O las dife- 
rencias sutiles en su estructura tridimensional, en comparación con las 
de otros fosfoglicéridos pueden tener una importancia fisiológica aún 


de fosfoglicéridos que contienen 
bono 2 del glicerol mediante un 
da larga unida al carbono 1 del 


no descubierta. 
Una segunda clase de lípidos de la membrana es la de los esfingo- 


lípidos. Todos estos compuestos son derivados de la esfingosina, un 
amino alcohol con una cadena hidrocarbonada larga que contiene un 
ácido graso de cadena larga unido mediante un enlace amida al gru- 
po esfingosina (véase la Fig. 10-8b). Al igual que los fosfoglicéridos, 
algunos esfingolípidos tienen un grupo polar fosfato en su cabeza. En 
la esfingomielina, el esfingolípido más abundante, la fosfocolina, está 
unida al grupo hidroxilo terminal de esfingosina (véase la Fig. 10-8b, 
SM). De modo que la esfingomielina es un fosofolípido, y su estructura 
general es bastante similar a la de la fosfatidilcolina. Las esfingomieli- 
nas son similares, en su forma, a los fosfoglicéridos y pueden formar 
bicapas mixtas con éstos. Otros esfingolípidos son glucolípidos anfi- 
páticos cuyos grupos polares en sus cabezas son azúcares que no están 
ligados mediante un grupo fosfato (por lo tanto, técnicamente, no son 
fosfolípidos). El glucosil cerebrósido, el glucoesfingolípido más simple, 
contiene una unidad de glucosa simple unida a la esfingosina. En los 
glucoesfingolípidos complejos llamados gangliósidos, una o dos cade- 
nas de azúcares ramificadas (oligosacáridos) que contienen grupos de 
ácido siálico están unidas a la esfingosina. Los glucolípidos constituyen 
2-10% del lípido total en las membranas plasmáticas; son más abun- 
dantes en el tejido nervioso. 

El colesterol y sus análogos constituyen la tercera clase importan- 
te de lípidos de las membranas, los esteroles. La estructura básica de 
los esteroles es la de un hidrocarburo isoprenoide de cuatro anillos. 
La estructura del principal esterol de las levaduras (el ergosterol) y los 
fitosteroles vegetales (p. ej., el estigmasterol) difiere ligeramente de la 
del colesterol, el principal esterol de los animales (véase la Fig. 10-8c). 
Las pequeñas diferencias en las vías biosintéticas y en las estructuras 
de los esteroles de los hongos y los animales son la base de la mayo- 
ría de los fármacos antimicóticos que se emplean en la actualidad. El 
colesterol, al igual que los otros dos esteroles, tiene un sustituyente 
hidroxilo en un anillo. Si bien el colesterol tiene una composición 
casi completamente hidrocarbonada, es anfipático porque su grupo 
hidroxilo puede interactuar con el agua. Como carece de un grupo 
fosfato en su cabeza, no es un fosfolípido. El colesterol abunda espe- 
cialmente en las membranas plasmáticas de las células de los mamí- 
feros, pero está ausente en la mayoría de las células procariontes y ve- 
getales. Hasta el 30-50% de los lípidos, en las membranas plasmáticas 
de los vegetales, consiste en ciertos esteroides únicos de los vegetales. 
Entre el 50 y el 90% del colesterol de la mayoría de las células de los 
mamíferos está presente en la membrana plasmática y en las vesículas 

asociadas. El colesterol y otros esteroles son demasiado hidrofóbicos 
como para formar una estructura de bicapa por sí mismos. En lugar 
de ello, a las concentraciones que se encuentran en las membranas 
naturales, estos esteroles deben intercalarse entre moléculas de fosfo- 
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lípidos para ser incorporados a las biomembranas. Cuando se inter. 
calan de este modo, los esteroles proporcionan soporte estructura) , 
las membranas, lo que evita un empaquetamiento demasiado Cercano 
de las cadenas acilo de los fosfolípidos como para mantener una me. 
dida significativa de la fluidez de la membrana y, al mismo tiempo, 
conferir la rigidez necesaria requerida para dar soporte Mecánico, 
Parte de estos efectos pueden ser altamente locales, como en el caso 
de las balsas de lípidos, analizadas más adelante. 

Además de su papel estructural en las membranas, el colestero] 
es el precursor de varias moléculas importantes con actividad bioló. 
gica. Éstas incluyen los ácidos biliares, que se sintetizan en el hígado 
y ayudan a emulsionar las grasas de la dieta para su digestión y ab. 
sorción en los intestinos; las hormonas esteroides producidas por 
las células endocrinas (p. ej., la glándula suprarrenal, los ovarios y 
los testículos); y la vitamina D, producida por la piel y los riñones. 
Otra función crítica del colesterol es su adición covalente a la pro. 
teína Hedgehog, una molécula de señalización clave en el desarrollo 


embrionario (Cap. 16). 


La mayoría de los lípidos y muchas proteínas tienen 
movilidad lateral en las biomembranas 


En el plano bidimensional de una bicapa, el movimiento térmico per- 
mite a las moléculas de lípidos rotar libremente alrededor de sus ejes 
longitudinales y difundir en dirección lateral dentro de cada lamela. 
Como estos movimientos son laterales o rotacionales, las cadenas de 
acilo graso permanecen en el interior hidrofóbico de la bicapa. Tanto 
en las membranas naturales como artificiales, una molécula de lípido 
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FIGURA 10-9 Bicapa lipídica geliforme y fluida. (Arriba) Dibujo de la tran- 


sición de gel a fluido. Los fosfolípidos con cadenas acilo grasas saturadas largas 


tienden a ensamblarse en Una bicapa geliforme altamente ordenada, en la 
cual hay poca superposición de las colas no polares en las dos lamelas. El calo" 
desordena las colas no polares e induce una transición de gel a fluido dentro 
de un espectro de temperatura de solo unos pocos grados. A medida que la 
cadena se desordena, el espesor de la bicapa también disminuye. (Abajo) MO* 
delos moleculares de monocapas fosfolipídicas en los estados de gel y fluido, 
determinados por cálculos de dinámica molecular (La parte inferior basada en H HellerY 
cols, 1993, J. Phys, Chem. 97:8343,) 


típica intercambia el lugar con sus vecinas, en una lamela, aproxima- 
damente 10” veces por segundo y difunde varios micrómetros por se- 
gundo, a 37 “C. Estas velocidades de difusión indican que la bicapa es 
100 veces más viscosa que el agua —tiene casi la misma viscosidad que 
el aceite de oliva—. Aunque los lípidos difundan más lentamente en la 
bicapa que en un solvente acuoso, un lípido de la membrana podría 
difundir la longitud de una bacteria típica (1 m) en solo un segundo 
y la longitud de una célula animal, en aproximadamente 20 segundos. 
Cuando membranas fosfolipídicas artificiales puras se enfrían por de- 
bajo de 37 *C, los lípidos pueden sufrir una transición de fase desde un 
estado licuiforme (fluido) a un estado geliforme (semisólido), análogo 
al de la transición líquido-sólido que se produce cuando el agua líqui- 
da se congela (Fig. 10-9). Por debajo de la temperatura de transición 
de fase, la velocidad de difusión de los lípidos cae precipitadamente. Á 
las temperaturas fisiológicas habituales, el interior hidrofóbico de las 
membranas naturales, por lo general, tiene una baja viscosidad y una 
consistencia fluidiforme, en contraste con la consistencia geliforme ob- 
servada a bajas temperaturas. 
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10-10 Recuperación de la fluorescencia 

de fotodecoloración (FRAP) que permiten 
lateral de las proteínas y lípidos dentro de 
la membrana plasmática. (2) Protocolo experimental. Paso ER las células se 
marcan, en primer lugar, CON UN Ie3aCUvO fluorescente que se une de un modo 
untorme a un lipido O a una proteína especihcos de la membrana. Paso Al 
sobre un área pequeña de la superficie, lo que 


FIGURA EXPERIMENTAL 
después de experimentos 
cuantificar el movimiento 


vego, se enfoca una luz lóse 
deroiora de manera reversible el reactivo unido y reduce, de este modo, la 
fucrey encia en el área lumimada Paso El con el tiempo, aumenta la Ñluores- 
tencia de la zona a medida QUÉ las moléculas de superficie fluorescentes no 


dervioradas difunden hacia ésta y las decoloradas abandonan el lugar El grado 
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En las bicapas de membranas puras (en ausencia de proteínas), los 
fosfolípidos y los esfingolípidos rotan y se mueven en dirección late- 
ral, pero no migran en forma espontánea ni alternan (flip-flop) de una 
lamela a la otra. La barrera energética es demasiado alta; la migración 
requeriría mover el grupo de la cabeza polar desde su ambiente acuo- 
so a través del núcleo hidrocarbonado de la bicapa hasta la solución 
acuosa del otro lado, Se requieren proteínas especiales de la membrana, 
tratadas en el Capítulo 11, para que los lípidos de la membrana y otras 
moléculas polares alternen de una lamela a la otra. 

Los movimientos laterales de proteínas y lípidos específicos de las 
membranas plasmáticas y los lípidos pueden ser cuantificados median- 
te una técnica llamada recuperación de la fluorescencia después de la fo- 
todecoloración (FRAP). Se utilizan fosfolípidos que contienen un susti- 
tuyente fluorescente para hacer un seguimiento del movimiento de los 
lípidos. Para las proteínas, se marca con un colorante fluorescente un 
fragmento de un anticuerpo monoclonal específico para el dominio 
exoplasmático de la proteína deseada que tiene solo un sitio de unión 
al antígeno. Con este método, que se describe en la Figura 10-10, puede 
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de recuperación de la fluorescencia en la zona decolorada es proporcional 

a la fracción de moléculas marcadas, que son móviles en la membrana. (b) 

Los resultados de un experimento FRAP con células de hepatoma humanas 
tratadas con un anticuerpo fluorescente específico para la proteína receptora 
de la asialoglucoproteína. El hallazgo de que el 50% de la fluorescencia regresó 
al área decolorada indica que el 50% de las moléculas del receptor, en la zona 
de membrana iluminada, eran móviles, y el 50% estaban inmóviles. Como la 
velocidad de recuperación de la fluorescencia es proporcional a la velocidad a 
la cual las moléculas marcadas se mueven hacia la región decolorada, el coefi- 
ciente de difusión de una proteína o lípido en la membrana puede calcularse a 
partir de estos datos. (vease Yl Hers y cols, 1990. 1 Cell 2.0! 11151409) 
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ser determinada la velocidad a la cual se mueven las moléculas en la 
membrana (el coeficiente de difusión) así como la proporción de mo- 
léculas con movilidad lateral. 

Los resultados de los estudios de ERAP, con fosfolípidos marca- 
dos con fluorescencia, han mostrado que en las membranas plasmá- 
ticas de los fibroblastos, todos los fosfolípidos tienen movilidad libre 
en distancias de aproximadamente 0,5 jm, pero no pueden difundir a 
distancias mucho mayores. Estos hallazgos sugieren que hay regiones 
ricas en proteínas en la membrana plasmática, de aproximadamente 
1 ¡nm de diámetro, que separan áreas ricas en lípidos que contienen 
la mayor parte de los fosfolípidos de membrana. Los fosfolípidos son 
libres de difundir dentro de estas regiones, pero no desde una región 
rica en lípidos hacia otra adyacente. Más aún, la velocidad de difusión 
lateral de los lípidos en la membrana plasmática es casi de un orden 
de magnitud más lenta que en las bicapas de fosfolípidos puros: las 
constantes de difusión 1078 cm?/s y 107? crn?/s son características de la 
membrana plasmática y de una bicapa lipídica, respectivamente. Esta 
diferencia sugiere que los lípidos pueden estar unidos estrechamente, 
si bien no de un modo irreversible, a ciertas proteínas integrales en 
algunas membranas, como de hecho se ha demostrado recientemente 
(véase el análisis sobre fosfolípidos anulares más adelante). 


La composición de los lípidos influye 
en las propiedades físicas de las membranas 


Una célula típica contiene muchos tipos distintos de membranas, 
cada una con propiedades únicas derivadas de su mezcla particular 
de lípidos y proteínas. Los datos del Cuadro 10-1 ilustran la variación 
en la composición de lípidos en las diferentes biomembranas. Varios 
fenómenos contribuyen a estas diferencias. Por ejemplo, en cuanto a 
la abundancia relativa de los fosfoglicéridos y los esfingolípidos, és- 


Cuadro 10-1 | Principales componentes lip 


ídicos de biomembranas seleccionadas 


tas difieren entre las membranas en el retículo endoplásmico (KR: 
donde se sintetizan los fosfolípidos, y el Golgi, donde se sintetizan |, 
esfingolípidos. La proporción de esfingomielina como el porcenta. 
del fósforo de lípidos en la membrana total es aproximadamente ;, 
veces más elevado en las membranas del Golgi que en las membr,. 
nas del RE. En otros casos, el movimiento de las membranas desde 
un compartimento celular al otro puede enriquecer selectivamente 
ciertas membranas en lípidos tales como el colesterol. En respuesta 
a los diferentes ambientes de un organismo, diversos tipos de célu- 
las generan membranas con distintas composiciones lipídicas. En las 
células que tapizan el intestino, por ejemplo, las membranas que en- 
frentan el ambiente al que se digieren los nutrientes de la dieta tienen 
un cociente esfingolípido-fosfoglicérido-colesterol de 1:1:1, en lugar 
de 0,5:1,5:1 presente en las células sometidas a menos estrés. La con- 
centración relativamente elevada de esfingolípidos, en esta membra- 
na intestinal, puede aumentar su estabilidad debido a los extensos 
puentes de hidrógeno generados por el grupo -OH libre en el medio 
esfingosina (véase la Fig. 10-8). 

El grado de fluidez de la bicapa depende de la composición de 
lípidos, la estructura de las colas hidrofóbicas de los fosfolípidos y 
la temperatura. Como ya se ha notado, las interacciones de van der 
Waals y el efecto hidrofóbico hacen que las colas no polares de los 
fosfolípidos se agreguen. Las cadenas largas de acilos grasos saturados 
tienen la mayor tendencia a agregarse; se empaquetan estrechamente 
en un estado geliforme. Los fosfolípidos con cadenas cortas de acilos 
grasos, que tienen menos área superficial y, por lo tanto menor can- 
tidad de interacciones de van der Waals, forman bicapas más fluidas. 
De modo similar, los pliegues en las cadenas de acilos grasos cis-insa- 
turadas (Cap. 2) producen la formación de interacciones de van der 
Waals menos estables con otros lípidos y, así, en bicapas más fluidas 
que las cadenas saturadas lineales que pueden empaquetarse más es- 
trechamente entre sí. 


Composición (mol %) 


_ _-_AAá—____ _ AA 


uente/Localización PC 


PE+PS SM Colesterol 


Membrana plasmática (eritrocitos humanos) 21 
Membrana de mielina (neuronas humanas) 16 


Membrana plasmática (E. coli) 0 


54 


29 21 26 


37 13 34 


26 5 7 


85 0 0 
Membrana de retículo endoplásmico (rata) 


Membrana de Golgi (rata) 45 


Membrana interna de la mitocondria (rata) 


20 13 13 


45 45 2 7 E, 
Membrana externa de la mitocondria (rata) 34 


Localización de la lamela primaria 


PC = fosfatidilcolina; PE = fosfatidiletanolamin 
FUENTE W. Dowhan y M. Bogdanov, 2002, en 


a; PS = fosfatidilserina; SM 
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0 = esfingomielina. 
- E. Vance y J. E. Vance, eds., Biochemistry of Lipids, 


46 2 11 
Citosólica 


Lipoproteins, and Membranes, Elsevier, 
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FIGURA 10-11 Efecto de la composición lipídica en el grosor y curvatura 
de la bicapa. (a) La bicapa de esingomielina (SM) pura es más gruesa que una 
formada por un fosfoglicérido, como la fosfatidilcolina (PC). El colesterol ejerce 
un efecto ordenador de lípidos en las bicapas de fosfoglicéridos que incremen- 
ta su grosor, pero no afecta el grosor de la bicapa más ordenada de SM. (b) Los 
fosfolípidos, como la PC, tienen una forma cilíndrica y forman especialmente 
monocapas planas, mientras que los que tienen grupos más pequeños en sus 
cabezas, como la fosfatidiletanolamina (PE), tienen una forma cónica. (c) Una 
bicapa enriquecida con PC en la lamela exoplásmica y con PE en la cara cito- 
sólica, como sucede en muchas membranas plasmáticas, tendrá una curvatura 
natural. (de H. Sprong y cols. 2001, Nature Rev. Mol. Cell Biol. 2:504,) 


El colesterol es importante para mantener la fluidez adecuada de 
las membranas naturales, una propiedad que parece ser esencial para 
el crecimiento normal y la reproducción de las células. El colesterol 
restringe el movimiento al azar de los grupos de las cabezas de los 
fosfolípidos en las superficies externas de las lamelas, pero sus efec- 
tos en el movimiento de las colas largas de los fosfolípidos dependen 
de la concentración. A las concentraciones de colesterol presentes en 
la membrana plasmática, la interacción del anillo de esteroide con las 
colas hidrofóbicas largas de los fosfolípidos tiende a ismoilizas estos 
lípidos y, de este modo, disminuye de fluidez de la biomembrana. Es 
esta propiedad la que puede ayudar a organizar la membrana plasmáti- 
ca en subdominios discretos de composición proteica y lipídica única. 
A concentraciones de colesterol más bajas, sin embargo, el anillo de 
esteroide separa y dispersa las colas de los fosfolípidos; esto hac que las 
regiones internas de la membrana se tornen ligeramente más fluidas. 

La composición de lípidos de una bicapa influye también en su 
a su vez, influir en la distribución de los otros 


espesor, que puede, j 
como las proteínas, en una membra- 


componentes de la membrana, 


na particular. Se ha argumentado que segmentos relativamente cortos 
transmembrana de ciertas enzimas situadas en el complejo de Golgi 
(las glucosiltrasnferasas) son una adaptación a la composición lipídica 
de la membrana del aparato de Golgi, que contribuye a la retención de 
estas enzimas en el interior de dicho complejo. Los resultados de los 
estudios biofísicos efectuados en membranas artificiales demuestran 
que la esfingomielina se asocia en una bicapa más geliforme y gruesa 
que los fosfoglicéridos (Fig. 10-112). El colesterol y otras moléculas que 
disminuyen la fluidez de la membrana también incrementan su grosor. 
Como las colas de esfingomielina ya están estabilizadas de modo ópti- 
mo, la adición de colesterol carece de efecto en el grosor de una bicapa 
de esfingomielina. 

Otra propiedad dependiente de la composición de lípidos de una 
bicapa es la curvatura, que depende de los tamaños relativos de los gru- 
pos de las cabezas polares y de las colas no polares de sus fosfolípidos 
constituyentes. Los lípidos con colas largas y los grupos grandes de las 
cabezas son de forma cilíndrica; los grupos de las cabezas pequeñas son 
de forma cónica (Fig. 10-11b). Como resultado, las bicapas compues- 
tas por lípidos cilíndricos son relativamente planas, mientras que las 
que contienen grandes cantidades de lípidos coniformes forman bi- 
capas curvas (Fig. 10-11c). Este efecto de la composición de lípidos en 
la curvatura de la bicapa puede cumplir un papel en la formación de 
membranas muy curvadas, como los sitios de evaginación viral (véase 
la Fig. 10-2) y de formación de vesículas internas desde la membrana 
plasmática (véase la Fig. 10-6), así como en estructuras de membrana 
estable especializadas, como las microvellosidades. Varias proteínas se 
unen a la superficie de las bicapas fosfolipídicas y provocan la curvatu- 
ra de la membrana; estas proteínas son importantes para la formación 
de vesículas de transporte que brotan desde una membrana donante 
(Cap. 14). 


La composición de lípidos es diferente 
en las lamelas exoplasmática y citosólica 


Una característica de todas las biomembranas es la asimetría en la 
composición de lípidos a través de la bicapa. Aunque la mayoría de los 
fosfolípidos está presente en ambas lamelas de la membrana, algunos 
son comúnmente más abundantes en una lamela que en la otra. Por 
ejemplo, en las membranas plasmáticas de los eritrocitos humanos y 
de las células de riñón caninas Madin Darby (MDCK) cultivadas, casi 
la mayoría de la esfingomielina y la fosfatidilcolina, ambas contri- 
buyentes a la formación de bicapas menos fluidas, se encuentran en 
la lamela exoplasmática. Por el contrario la fosfatidiletanolamina, la 
fosfatidilserina y el fosfatidilinositol que forman bicapas más fluidas, 
preferentemente se localizan en la lamela citosólica. Como la fosfa- 
tidilserina y el fosfatidilinositol llevan carga negativa neta, el tramo 
de aminoácidos en la cara citoplasmática de la proteína de paso úni- 
co en la proximidad del segmento transmembrana, con frecuencia, 
está enriquecida con residuos con carga positiva (Lys, Arg), la regla 
“interior positivo”. Esta segregación de lípidos a través de la bicapa 
puede ejercer influencia en la curvatura de la membrana (véase la 
Fig.10-11c). A diferencia de los fosfolípidos particulares, el coleste- 
rol está distribuido en forma relativamente pareja en ambas lamelas 
de las membranas celulares. La abundancia relativa de un fosfolípido 
particular en ambas lamelas de la membrana plasmática puede deter- 
minarse en forma experimental, sobre la base de la susceptibilidad de 
los fosfolípidos a la hidrólisis por fosfolipasas, enzimas que escinden 


453 


10.1 La bicapa lipídica: composición y organización estructural 


Grupo polar de la cabeza Í 


¿A 


o E 
3 CH) 1 


| 
2 CHO C—(CH2)pCHg 


| 

1 q | 
0) 
——> | 


FIGURA 10-12 Especificidad de las fosfolipasas. Cada tipo de fosfolipa- 
sa escinde uno de los enlaces susceptibles, que se muestran en rojo. Los 
átomos de carbono del glicerol están indicados con números pequeños. En las 
células intactas, solo los fosfolípidos de la lamela exoplásmica de la membrana 
plasmática son escindidos por las fosfolipasas del medio que las rodea. La 
fosfolipasa C, una enzima citosólica, segmenta ciertos fosfolípidos en la lamela 


citosólica de la membrana plasmática. 


los enlaces éster por medio de los cuales se encuentran conectadas las 
cadenas acilo y los grupos de las cabezas que contienen las molécu- 
las de los lípidos (Fig. 10-12). Cuando se añaden al medio externo, 
las fosfolipasas no pueden atravesar la membrana y así escinden los 
grupos de las cabezas solo de aquellos lípidos presentes en la cara exo- 
plasmática; los fosfolípidos, en la lamela citosólica, son resistentes a la 
hidrólisis porque las enzimas no pueden penetrar la cara citosólica de 
la membrana plasmática. 

Aún no está claro el modo en el que surge la distribución asimé- 
trica de los fosfolípidos en las lamelas de la membrana. Como se ha 
notado, en las bicapas puras de fosfolípidos no hay una migración es- 
pontánea de éstos o una alternancia (flip-flop) de una lamela a la otra. 
En parte, la asimetría en la distribución de los fosfolípidos puede re- 
flejar el lugar en el que estos lípidos se sintetizan en el retículo endo- 
plásmico y el complejo de Golgi. La esfingomielina se sintetiza en la 
cara luminal (exoplásmica) del complejo de Golgi, que se transforma 
en la cara exoplásmica de la membrana plasmática. Por el contrario, 
los fosfoglicéridos se sintetizan en la cara citosólica de la membrana 
del RE, que es topológicamente equivalente a la cara citosólica de la 
membrana plasmática (véase la Fig. 10-5). Sin embargo, claramente 
esta explicación no da cuenta de la localización preferencial de la fos- 
fatidilcolina (un fosfoglicérido) en la lamela exoplásmica. El movi- 
miento de este fosfoglicérido, y quizás de otros, desde una lamela a la 
otra en algunas membranas naturales probablemente sea catalizado 
por proteínas de transporte impulsadas por ATP, denominadas flipa- 

sas, que se analizan en el Capítulo 1]. 
. Erin pea A los lípidos en una cara de la bica- 
tra does eos de funciones dependientes de la 
coladas dd SERENA pa la cabeza de todas las formas 
importante de segundos a: A dei pa Pl una ¿ene 
lación de muchos receptores he pe rmac 
correspondiente da como pie e celular por el ligando 
O la activación de la enzima ci- 
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tosólica fosfolipasa C, que puede, entonces, hidrolizar el enla. 
conecta los fosfoinositoles con el diacilglicerol. Como veremo;s 
Capítulo 15, tanto los fosfoinositoles hidrosolubles y el diacily!, 
rol embebido en la membrana participan en las vías de señaliza. 
intracelular que afectan muchos aspectos del metabolismo cel y 
La fosfatidilserina también es normalmente más abundante en la | 
mela citosólica de la membrana plasmática. En las etapas inicia), 
de la estimulación plaquetaria por el suero, la fosfatidilserina es br. 
vemente translocada a la cara exoplásmica, supuestamente por un, 
enzima flipasa, donde activa las enzimas que participan en la coagu- 
lación sanguínea. Cuando las células mueren, la asimetría lipídica ya 
no se mantiene, y la fosfatidilserina, normalmente abundante en la 
lamela citosólica, se encuentra ahora aumentada en la exoplásmica. 
Esta exposición incrementada se detecta mediante el uso de la ver- 
sión marcada de la Anexina V, una proteína que se une en forma es- 
pecífica a la fosfatidilserina, para medir el inicio de la muerte celular 


programada (apoptosis). 


El colesterol y los esfingolípidos se agrupan 
con proteínas específicas en microdominios 


de la membrana 


Los lípidos de la membrana no se encuentran distribuidos al azar 
(mezclados uniformemente) en cada lamela de la bicapa. Una pista 
de que los lípidos pueden estar organizados dentro de las lamelas 
fue el descubrimiento de que éstos permanecen después de la ex- 
tracción (solubilización) de las membranas plasmáticas con deter- 
gentes no iónicos, como el Tritón-X100, y contienen predominante- 
mente dos especies: el colesterol y la esfingomielina. Como estos dos 
lípidos se encuentran en las bicapas más ordenadas, menos fluidas, 
los investigadores formularon la hipótesis de que forman micro- 
dominios, llamados balsas lipídicas, rodeados por otros fosfolípi- 
dos más fluidos que se extraen más fácilmente con detergentes no 
iónicos. (Analizaremos más extensamente el rol de los detergentes 
iónicos y no iónicos en la extracción de las proteínas de membranas 
en la Sección 10.2). 

Cierta evidencia bioquímica y microscópica sustenta la existencia 
de balsas lipídicas, que en las membranas naturales, típicamente tie- 
nen 50 nm de diámetro. Las balsas pueden ser desarmadas con metil- 
B-ciclodextrina, que extrae específicamente el colesterol de las mem- 
branas, o con antibióticos, como la filipina, que secuestra el colesterol 
en agregados dentro de la membrana. Estos hallazgos indican la im- 
portancia del colesterol en el mantenimiento de la integridad de estas 
balsas. Esas regiones balsa, definidas por su insolubilidad en deter- 
gentes no iónicos, contienen un subconjunto de proteínas de mem- 
brana plasmática, muchas de las cuales están implicadas en medir las 
señales extracelulares y transmitirlas al citosol. Como estas regiones 
balsa se encuentran enriquecidas con glucolípidos, una herramien- 
ta importante para la visualización al microscopio de las estructuras 
de tipo balsa en las células intactas consiste en emplear la toxina del 
cólera marcada con fluorescencia, ya que ésta es una proteína que $ 
une específicamente a ciertos gangliósidos. Al acercar muchas P'0” 
teínas clave y estabilizar sus interacciones, las balsas lipídicas pueden 
facilitar la señalización mediante receptores de la superficie celular y 
la activación posterior de eventos en el citosol. Sin embrago, aún debe 
aprenderse mucho acerca de la estructura y de la función biológica de 
las balsas lipídicas. 


Las células almacenan los excesos de lípidos 
en gotas lipídicas 


Las gotas lipídicas son estructuras vesiculares compuestas por éste- 
res de colesterol y triglicéridos, que se originan en el RE y cumplen 
la función de almacenar lípidos. Cuando el suministro de lípidos de 
una célula excede la necesidad inmediata para la construcción de la 
membrana, el exceso de lípidos se relega a estas gotas lipídicas, visua- 
lizadas rápidamente en las células vivas al ser teñidas con un colorante 
lipofílico como el rojo Congo. La alimentación de las células con ácido 
oleico, un tipo de ácido graso, aumenta la formación de gotas lipídicas. 
Las gotas lipídicas no son solo compartimentos de almacenamiento 
para los triglicéridos y los ésteres de colesterol, sino que también sir- 
ven como plataformas de almacenamiento de proteínas direccionadas 
para la degradación. La biogénesis de las gotas lipídicas se inicia con la 
deslaminación de la bicapa lipídica del RE, a través de la inserción de 
triglicéridos y ésteres de colesterol (Fig. 10-13). La “lente” de lípidos 
continúa creciendo por la inserción de más lípidos hasta que, finalmen- 
te, una gota lipídica se parte por la escisión del RE. Luego, la gota cito- 
plasmática resultante se envuelve con una monocapa de fosfolípidos. 
Los detalles de la biogénesis de la gota, así como sus funciones, aún no 
se definen con mayor claridad. 


Membrana del RE 


Colesterol 
y triglicéridos 


“Lente” 


formada a partir 
de la hojuela 
citoplasmática 


FIGURA 10-13 Las gotas lipídicas se forman por brotación y corte de la 
membrana del RE. La formación de la gota lipídica comienza con la acumula- 
ción de ésteres de colesterol y triglicéridos (amarillo) dentro del núcleo hidrofó- 
bico de la bicapa lipídica. La deslaminación resultante de las dos monocapas 
de lípidos causa la formación de una “lente” cuyo crecimiento adicional crea 
una gota esférica que luego se libera por escisión en el Cuello. La nueva gota 
formada es rodeada por una monocapa lipídica derivada de la lamela citosólica 


de la membrana del RE. 


CONCEPTOS CLAVE de la sección 10.1 
La bicapa lipídica: composición y organización 


estructural 


s son cruciales para la estructura y función de las célu- 
medio externo por la mem- 
ternos limitados 


* Las membrana. 
las. La célula eucanótica está separada del 
brana plasmática y organizada en compartimentos in 
por membranas (orgánulos y vesículas). 


» La bicapa fosfolipídica, la unidad estructural básica de todas las bio- 
membranas, es una lámina bidimensional de lípidos, con caras hidró- 
filas y un núcleo hidrofóbico que es impermeable a moléculas solubles 
en agua e iones; las proteínas embebidas en la bicapa dotan a la mem- 
brana de funciones específicas (véase la Fig. 10-1 pe 

membranas son los 


+ Los componentes lipídicos primarios de las bio 
como el colesterol 


fosfoglicéridos, los esfingolípidos y los esteroles, 
(véase la Fig. 10-8). El término “fosfolípido” se aplica a cualquier molé- 
cula anfipática de lípido que presenta una cola hidrocarbonada de acilo 
graso y un grupo polar en la cabeza basada en fosfatos. 


« Los fosfolípidos espontáneamente forman bicapas y compartimentos 
sellados que rodean un espacio acuoso (véase la Fig. 10-3). 


+ Como bicapas, todas las membranas tienen una cara interna (citosó- 
lica) y una cara externa (exoplásmica) (véase la Fig. 10-5). Algunos or- 
gánulos están rodeados por dos, en lugar de una, bicapas de membrana. 


- La mayoría de los lípidos y muchas proteínas tienen movilidad late- 
ral en las biomembranas (véase la Fig. 10-10). Las membranas pueden 
sufrir transiciones de fase, desde estados fluidos a geliformes; esto de- 
pende de la temperatura y de la composición de la membrana (véase 
la Fig. 10-9). 

- Diferentes membranas celulares varían en la composición de los lípi- 
dos (véase el Cuadro 10-1). Los fosfolípidos y esfingolípidos están dis- 
tribuidos en forma asimétrica en ambas lamelas de la bicapa, mientras 
que el colesterol está distribuido de modo relativamente uniforme en 
ambas lamelas. 


+ Las biomembranas naturales, en general, tienen consistencia visco- 
sa con propiedades fluidas. Habitualmente, la fluidez de la membrana 
disminuye por la presencia de esfingolípidos y colesterol, y aumenta 
por la presencia de fosfoglicéridos. La composición de lípidos de una 
membrana influye en su grosor y curvatura (véase la Fig. 10-11). 


+ Las balsas de lípidos son microdominios que contienen colesterol, es- 
fingolípidos y ciertas proteínas de la membrana que se forman en el 
plano de la bicapa. Estos agregados de lípidos-proteínas pueden facilitar 
la señalización mediante ciertos receptores de la membrana plasmática. 


- Las gotas lipídicas son vesículas de almacenamiento para los lípidos, 
que se originan en el RE (véase la Fig. 10-13). 


10.2 Las proteínas de membrana: estructura 
y funciones básicas 


Las proteínas de membrana son definidas por su localización en la 
superficie de una bicapa fosfolipídica o dentro de ésta. Aunque cada 
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membrana biológica tiene la misma estructura básica de bicapa, las 
proteínas asociadas con una membrana en particular son causantes de 
sus actividades distintivas. Las clases y cantidades de proteínas asocia- 
das con las biomembranas varían; esto depende del tipo celular y de la 
localización subcelular. Por ejemplo, la membrana interna de la mito- 
condria tiene el 76% de proteínas; la membrana de mielina que rodea 
los axones nerviosos, solo 18%. El alto contenido de fosfolípidos de 
la mielina le permite aislar eléctricamente el nervio de su medioam- 
biente, como analizaremos en el Capítulo 22. La importancia de las 
proteínas de la membrana resulta evidente a partir del hallazgo de que 
aproximadamente un tercio de todos los genes de las levaduras codifi- 
can una proteína de membrana. La abundancia relativa de genes para 
las proteínas de membrana es mayor en los organismos multicelulares, 
en los cuales las proteínas de membrana tienen funciones adicionales 
en la adhesión celular. 

La bicapa lipídica presenta un ambiente hidrofóbico bidimensional 
para las proteínas de membrana. Algunas proteínas contienen segmen- 
tos embebidos dentro del núcleo hidrofóbico de la bicapa fosfolipídica; 
otras están asociadas con la lamela exoplásmica o citosólica de la bica- 
pa. Los dominios proteicos de la superficie extracelular de la membrana 
plasmática, en general, se unen a las moléculas extracelulares, incluso 
las proteínas externas de señalización, los iones y pequeños metabolitos 
(p. ej., glucosa, ácidos grasos), así como las proteínas de otras células 
o del ambiente externo. Los segmentos de proteínas que se encuentran 
dentro de la membrana plasmática desempeñan múltiples funciones, 
como formar los canales y poros a través de los cuales se mueven las 
moléculas y los iones hacia el interior y el exterior de la célula. Los 
segmentos que se encuentran dentro de la membrana también sirven 
para organizar múltiples proteínas de la membrana, en ensamblajes de 
mayor tamaño, dentro del plano de la membrana. Los dominios que se 
encuentran a lo largo de la cara citosólica de la membrana plasmática 
tienen un amplio espectro de funciones, desde el anclaje de proteínas 
del citoesqueleto a la membrana hasta el desencadenamiento de vías de 
señalización intracelular. 

En muchos casos, la función de una proteína de membrana y la 
topología de su cadena polipeptídica en dicha membrana pueden pre- 
decirse sobre la base de su similitud con otras proteínas bien caracte- 
rizadas. En esta sección, examinamos los rasgos estructurales caracte- 
rísticos de las proteínas de la membrana y algunas de sus funciones 
básicas. Describimos las estructuras de varias proteínas para ayudarlo a 
familiarizarse con el modo en el que las proteínas de las membranas in- 
teractúan con éstas. En capítulos posteriores, se presentará una carac- 
terización más completa de las propiedades de varios tipos de proteínas 

de la membrana, que se centran en sus estructuras y actividades en el 
contexto de sus funciones celulares. 


Las proteínas interactúan con las membranas 
de tres maneras distintas 


Las proteínas de la membrana pueden clasificarse en tres categorías 
(integrales, ancladas a los lípidos y periféricas), de acuerdo con su posi- 
ción con respecto a la membrana (véase la Fig. 10-1). Las proteínas in- 
tegrales de la membrana, también llamadas proteínas transmembrana, 
se expanden en una bicapa fosfolipídica y comprenden tres segmentos. 
Los dominios citosólico y exoplásmico tienen superficies exteriores hi- 
drofílicas que interactúan con el ambiente acuoso en las caras citosólica 
y exoplásmica de la membrana. Estos dominios se asemejan a segmen- 
tos de otras proteínas hidrosolubles, en su composición de aminoáci- 
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dos y en su estructura. Por el contrario, los segmentos inserto 
membrana habitualmente contienen muchos aminoácidos hid;, 

cos cuyas cadenas laterales sobresalen hacia el exterior e inte;., 

con el núcleo hidrocarbonado hidrofóbico de la bicapa fosfol;y, 

En todas las proteínas transmembrana que se examinaron hasta | 
cha, los dominios insertos en la membrana consisten en una « 
hélices o, o múltiples hebras P. Analizamos la síntesis ribosómi.. . 
procesamiento postraduccional de las proteínas solubles del citos.. 
los Capítulos 4 y 8; el proceso por el cual las proteínas integrales ¿. 
membrana se insertan en éstas como parte de su síntesis se ana];,. . 4 
en el Capítulo 13. 

Las proteínas de membrana ancladas a los lípidos están un;¿,, 
mediante enlaces covalentes a una o más moléculas de lípido. El «, g- 
mento hidrofóbico del lípido unido está embebido en una lamela de |, 
membrana y ancla la proteína a ésta. La cadena polipeptídica, en si, yo 
entra a la bicapa fosfolípidica. 

Las proteínas periféricas de la membrana no entran en contacto 
directo con el núcleo hidrofóbico de la bicapa fosfolípidica. En lugar 
de ello, están unidas a la membrana en forma indirecta mediante ¡n- 
teracciones con las proteínas de la membrana ancladas a los lípidos, 
o integrales, o directamente por interacciones con los grupos de las 
cabezas de los lípidos. Las proteínas periféricas pueden unirse a la cara 
citosólica o exoplásmica de la membrana plasmática. Además de estas 
proteínas, que están íntimamente asociadas a la bicapa, los filamentos 
del citoesqueleto pueden estar más laxamente relacionados con la cara 
citosólica, por lo general, a través de una o más proteínas periféricas 
(adaptadoras). Estas asociaciones con el citoesqueleto proporcionan 
sostén para varias membranas celulares, lo que ayuda a determinar la 
forma celular y las propiedades mecánicas, y desempeñan una función 
en la comunicación de ambas vías entre el interior de las células y el 
exterior, como veremos en el Capítulo 17. Finalmente, las proteínas 
periféricas de la superficie exterior de la membrana plasmática y los 
dominios exoplásmicos de las proteínas integrales de la membrana, con 
frecuencia, se encuentran unidos a los componentes de la matriz extra- 
celular o de la pared celular que rodea a las bacterias y a las células ve- 
getales, y que provee una interfase crucial entre la célula y su ambiente. 


La mayoría de las proteínas transmembrana tienen 
hélices o. que abarcan la membrana 


Las proteínas solubles exhiben cientos de estructuras plegadas localiza- 
das con forma distintiva, también llamadas motivos (véase la Fig. 3-9). 
En comparación, el repertorio de estructuras plegadas en los dominios 
transmembrana de las proteínas integrales de la membrana es bastante 
limitado, con predominio de la hélice uz hidrofóbica. Las proteínas que 
contienen dominios helicoidales q que se expanden en la membrana 
están embebidas de manera estable en las membranas por interaccio- 
nes favorables energéticamente, tanto hidrofóbicas como de van der 
Waals, de las cadenas hidrofóbicas laterales del dominio con lípidos 
específicos y también, probablemente, por interacciones iónicas con los 
grupos de las cabezas polares de los fosfolípidos. 

Un dominio helicoidal U: único es suficiente para incorporar uni 
proteína integral de la membrana a ésta. Sin embargo, muchas pro” 
teínas tienen más de una hélice QU: transmembrana. Típicamente, UN 
hélice £. embebida en una membrana está compuesta por un segmento 
continuo de 20-25 aminoácidos hidrofóbicos (no cargados) (véase y 
Fig. 2-14). La longitud predicha de una hélice al de este tipo (3,75 NM ) 
es exactamente suficiente como para abarcar el núcleo hidrocar bonado 
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FIGURA 10-14 Estructura de la glicoforina A, una proteína transmem- 
brana de paso único. (a) Diagrama de la glicoforina dimérica que muestra 

las principales características de secuencia y su relación con la membrana. La 
hélice ar única de 23 residuos, que se expande en la membrana en cada monó- 
mero, está compuesta de aminoácidos con cadenas laterales hidrofóbicas (no 
cargadas) (esferas rojas y verdes). Al unirse a grupos de la cabeza del fosfolípido 
con carga negativa, los residuos de arginina y lisina con carga positiva (esferas 
azules), cerca del lado citosólico de la hélice, ayudan a anclar la glicoforina a 

la membrana. Tanto los dominios extracelular como citosólico son ricos en 
residuos cargados y residuos polares no cargados; el dominio extracelular está 


de una bicapa fosfolipídica. En muchas proteínas de la membrana, es- 
tas hélices son perpendiculares al plano de la membrana, mientras que 
en otras las hélices atraviesan la membrana en un ángulo oblicuo. Las 
cadenas laterales hidrofóbicas sobresalen hacia el exterior desde la hé- 
lice y forman interacciones de van der Waals con las cadenas de acilos 
grasos de la bicapa. Por el contrario, los enlaces péptido amida hidrofí- 
licos se encuentran en el interior de la hélice a: (véase la Fig. 3-4); cada 
grupo carbonilo (C=0) forma puentes de hidrógeno con el átomo de 
hidrógeno de la amida de los cuatro residuos de aminoácido que se en- 
cuentran hacia el extremo C-terminal de la hélice. Estos grupos polares 
están protegidos del interior hidrofóbico de la membrana. 

Para ayudarlo a comprender mejor el sentido de las estructuras de 
las proteínas con dominios helicoidales UL, analizaremos brevemente 
cuatro clases de proteínas de este tipo: la glucoforina A, los receptores 
acoplados a la proteína G, las acuaporinas (canales de agua/glicerol) y 
el receptor de las células T para el antígeno. 

La glucoforina A, la principal proteína de la membrana plasmáti- 
ca de los eritrocitos, es una proteína transmembrana representativa de 
paso único, que contiene solo una hélice A: que se expande en la mem- 


Dímero de espiral 
enrollada estabilizado 
por interacciones de 
van der Waals entre 
cadenas laterales 
adyacentes 


intensamente glucosilado, con las cadenas laterales de hidratos de carbono 
(diamantes verdes) unidas a residuos específicos de serina, treonina y asparagi- 
na. (b) Modelo molecular del dominio transmembrana de la glicoforina diméri- 
ca, correspondiente a los residuos 73-96. Las cadenas laterales hidrofóbicas de 
la hélice 1 de un monómero se muestran en color rosa; las del otro monómero, 
en verde. Los residuos que se muestran como estructuras espaciales participan 
en interacciones de van der Waals que estabilizan el dimero de espiral enrolla- 
da. Nótese de qué modo las cadenas laterales hidrofóbicas se proyectan hacia 
el exterior de la hélice, hacia lo que deberían ser las cadenas de acilo graso que 
la rodean. (Parte [b] adaptada de KR MacKenzie et al, 1997, Science 276:131.) 


brana (Fig. 10-14). La hélice QU: de 23 residuos que se expanden en la 
membrana está compuesta por aminoácidos con cadenas laterales hi- 
drofóbicas (sin carga), que interactúan con las cadenas de acilos grasos 
en la bicapa que las rodea. En las células la glucoforina A típicamente 
forma dímeros: la hélice transmembrana de un polipéptido de gluco- 
forina A se asocia con la hélice transmembrana correspondiente de una 
segunda glucoforina A para formar una estructura de espiral enrollada 
(Fig. 10-14b). Estas interacciones de hélices 1 que se expanden en la 
membrana constituyen un mecanismo común para crear proteínas de 
membrana diméricas, y muchas proteínas de membrana forman oli- 
gómeros (dos o más polipéptidos unidos de modo no covalente) por 
interacciones entre sus hélices, que se expanden en la membrana. 

Un grupo grande e importante de proteínas integrales está defi- 
nido por la presencia de siete hélices a. que se expanden en la mem- 
brana; esto incluye la gran familia de los receptores de la superficie 
celular acoplados a la proteína G, analizados en el Capítulo 15, varios 
de los cuales han sido cristalizados. Una proteína a a 
multipaso de este tipo de estructura conocida es la bacteriorrodopsi- 
ha, Una proteína presente en la membrana de ciertas bacterias foto- 
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FIGURA 10-15 Modelos estructurales de dos proteínas de membrana 
multipaso. (a) Bacteriorrodopsina, un fotorreceptor de ciertas bacterias. Las 
siete hélices ar hidrofóbicas de la bacteriorrodopsina atraviesan la bicapa 
lipídica de modo casi perpendicular al plano de la membrana. Una molécula 
de retinal (negro), unida mediante enlaces covalentes a una hélice, absorbe la 
luz. La clase completa de receptores acoplados a la proteína G de las células 
eucariónticas también tiene siete hélices a que se expanden en la membrana; 
se cree que su estructura tridimensional es similar a la de la bacteriorrodopsina. 
(b) Dos vistas del canal de glicerol Glpf, rotado 180 *, uno con respecto al otro, 
a lo largo de un eje perpendicular al plano de la membrana. Nótense varias 


sintéticas; ilustra la estructura general de todas estas proteínas (Fig. 
10-15a). La absorción de la luz por el grupo retinal, unido mediante 
enlaces covalentes a esta proteína, provoca un cambio de conforma- 
ción en la proteína que da como resultado el bombeo de protones 
desde el citosol, a través de la membrana bacteriana, hacia el espacio 
extracelular. El gradiente de concentración protónica generado de 
este modo a través de la membrana se emplea para la síntesis de ATP 
durante la fotosíntesis (Cap. 12). En la estructura de alta resolución 
de la bacteriorrodopsina, las posiciones de todos los aminoácidos in- 
dividuales, el retinal y los lípidos que lo rodean están claramente de- 
finidas. Como podría esperarse, virtualmente, todos los aminoácidos 
en el exterior de los segmentos que se extienden en la membrana de 
la bacteriorrodopsina son hidrofóbicos, lo que permite interacciones 
energéticamente favorables, con el núcleo hidrocarbonado de la bica- 
pa lipídica que la rodea. 

Las acuaporinas constituyen una gran familia de proteínas alta- 
mente conservadas que transportan agua, glicerol y otras moléculas 
hidrofílicas a través de las biomembranas. Ilustran varios aspectos de 
la estructura de proteínas transmembrana multipaso. Las acuapori- 
nas son tetrámeros de cuatro subunidades idénticas. Cada una de las 
cuatro subunidades tiene seis hélices q que abarcan la membrana, al- 
gunas de las cuales la atraviesan en ángulos oblicuos y no en dirección 
perpendicular. Como las acuaporinas tienen estructuras similares, 
nos centraremos en una de ellas, el canal de glicerol Glpf, que tiene 
una estructura especialmente bien definida, determinada por estu- 
dios de difracción de rayos X (Fig. 10-15b). Esta acuaporina tiene una 
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hélices a que se expanden en la membrana en ángulos oblicuos, las dos hél;- 
ces que penetran solo media distancia a través de la membrana (púrpura, con 
flechas amarillas) y una hélice larga que se expande en la membrana con un 
“corte” o distorsión en el medio (púrpura, con una línea amarilla). La molécula 
de glicerol, en el “núcleo” hidrófilo, está coloreada en rojo. La estructura se ubi- 
có aproximadamente en el núcleo hidrocarbonado de la membrana, y se situó 
el bloque más hidrofóbico de 3 nm de la proteína en forma perpendicular al 
plano de la membrana. (Parte [a] tomada de H. Lueckeet al, 1999, J. Mol. Biol 291:899. Parte (0] 
tomada de . 2005, Nature 438:581-589, y D. Fu et al. 2000, Science 290:481-486.) 


larga hélice transmembrana con una curva en el medio y, lo que re- 
sulta más sorprendente, hay dos hélices que penetran solo la mitad 
del recorrido a través de la membrana. Los extremos N-terminales de 
estas hélices se enfrentan (los N- en amarillo, en la figura) y juntos se 
expanden en la membrana en un ángulo oblicuo. Así, algunas hélices 
embebidas en la membrana —y Otras estructuras no helicoidales que 
encontraremos luego— no atraviesan toda la bicapa. Como veremos 
en el Capítulo 11, estas hélices cortas de las acuaporinas forman parte 
del poro selectivo glicerol/agua, en el medio de cada subunidad. Esto 
destaca la considerable diversidad de las formas en que las hélices 
O. insertas en la membrana interactúan con la bicapa lipídica y con 
otros segmentos de la proteína. 

La especificidad de las interacciones fosfolípido-proteína es evi: 
dente a partir de la estructura de una acuaporina diferente, la acu” 
porina 0 (Fig. 10-16). La acuaporina 0 es la proteína más abundan! 
de la membrana plasmática de las células fibrosas que constituye” 
la mayor parte del cristalino del ojo del mamífero. Al igual que la 
Otras acuaporinas, es un tetrámero de subunidades idénticas. La 5%" 
perficie de la proteína no está cubierta por un conjunto de sitios de 
unión uniforme para las moléculas de fosfolípidos. En lugar de ello, 
las cadenas laterales de los acilos grasos se empaquetan estrechame” 
te contra la superficie externa hidrofóbica irregular de la proteín 
estos lípidos se conocen como fosfolípidos anulares, porque form 
un anillo estrecho (annulus) de lípidos que intercambian meno i 
cilmente con la mayor parte de los fosfolípidos de la bicapa- Alguno 
de las cadenas de los acilos grasos son rectas, en conformación 10 aj 
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trans (Cap. 2), mientras que otras están dobladas para interactuar con 
las cadenas laterales hidrofílicas de la superficie de la proteína. Parte 
de los grupos de la cabeza de los lípidos están ubicados en forma pa- 
ralela a la superficie de la membrana, como en el caso de las bicapas 
purificadas de fosfolípidos. Otras, sin embrago, se encuentran orien- 
tados casi en ángulo recto con respecto al plano de la membrana. De 
este modo, puede haber interacciones específicas entre los fosfolípi- 
dos y las proteínas que se expanden en la membrana, y la función de 
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FIGURA 10-16 Fosfolípidos anulares. Vista lateral de la estructura tridi- 
mensional de una subunidad del homotetrámero específico del cristalino 
acuaporina O, cristalizada en presencia del fosfolípido dimiristoilfosfatidilcolina, 
un fosfolípido con cadenas de acilo graso saturadas de 14 carbonos. Nótese 
que las moléculas de lípidos forman una cubierta de bicapa alrededor de la 
proteína. La proteína se muestra como un dibujo de superficie (la molécula 
más clara en el fondo). Las moléculas de lípido se muestran en formato de 
modelo espacial; los grupos de la cabeza polar de los lípidos (gris y rojo) y las 
cadenas de acilo graso de los lípidos (negro y gris) forman una bicapa de un 
grosor casi uniforme alrededor de la proteína. Supuestamente, en la mem- 
brana, las cadenas lipídicas de acilo graso cubren la totalidad de la superficie 
hidrofóbica de la proteína; solo las moléculas de lípidos más ordenadas podrán 
ser resueltas en la estructura cristalográfica. (Tomado de A. Lee, 2005, Nature 438:569-570, 
y T. Ganen et al. 2005, Nature 438:633-688,) 


muchas proteínas de la membrana puede verse afectada por los tipos 
específicos de fosfolípidos presentes en la bicapa. 

Además de los residuos predominantemente hidrofóbicos (no car- 
gados) que sirven para embeber las proteínas integrales de la mem- 
brana en la bicapa, muchos segmentos transmembrana helicoidales aL 
contienen residuos polares y/o cargados. Sus cadenas de aminoácidos 
laterales pueden ser empleadas para guiar el ensamblaje y la estabiliza- 
ción de proteínas multiméricas de la membrana. El receptor de las cé- 
lulas T para antígenos constituye un caso en este punto: está compuesto 
por cuatro dímeros separados, que se vinculan mediante interacciones 
entre las cargas, entre las hélices aL, en la “profundidad” adecuada en el 
núcleo hidrocarbonado de la bicapa lipídica (Fig. 10-17). La atracción 
electrostática de las cargas positivas y negativas en cada dímero ayuda 
a que estos “se encuentren”. Así, los residuos cargados en segmentos 
transmembrana —por lo demás, hidrofóbicos- pueden ayudar a guiar 
el ensamblaje de proteínas multiméricas de la membrana. 


FIGURA 10-17 Los residuos cargados pueden orquestar el ensamblaje 
de las proteínas de membrana multiméricas. El receptor de las células T 
(TCR) para los antígenos está compuesto por cuatro dimeros separados: un 

par aB directamente causante del reconocimiento antigénico y subunidades 
accesorias conocidas colectivamente como el complejo CD3. Estos accesorios 
incluyen las subunidades y, 6, e y €. Las subunidades € forman un homodímero 
ligado por disulfuros. Las subunidades y y Ó se presentan en un complejo con 
la subunidad e, para generar pares ye y Oe. Los segmentos transmembrana de 
las cadenas al y PB del TCR contienen, cada uno, residuos cargados positiva- 
mente (azul). Éstos permiten el reclutamiento de los heterodímeros 5 e y y € 
correspondientes que pueden llevar cargas negativas (rojo) a la profundidad 
apropiada en el núcleo hidrofóbico de la membrana, El homodímero ( se ancla 
sobre las cargas de la cadena a del TCR (verde oscuro), mientras que los pares 
de las subunidades ye y Se encuentran sus compañeros correspondientes más 
profundamente en el núcleo hidrofóbico, tanto en la cadena TCR 1 como TCR 
B (verde claro). Los residuos cargados en los segmentos transsmembrana, por 

lo demás, no polares pueden así guiar el ensamblaje de estructuras de orden 
superior. (Tomado de KW Wucherpfenn:g, y cols. 2010, Cold Spring Harb Perspect Biol. 2) 
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Láminas f múltiples en las porinas forman 
“barriles” que se expanden en la membrana 


Las porinas son una clase de proteínas transmembrana cuya estructura 


difiere radicalmente de la de otras proteínas integrales de la membrana, 
sobre la base de los dominios transmembrana helicoidales OL. Existen 
varios tipos de porinas en la membrana externa de bacterias gramnega- 
tivas, como la E. coli, en las membranas externas de las mitocondrias y 
los cloroplastos. La membrana externa protege a las bacterias intestina- 
les de los agentes dañinos (p. ej., antibióticos, sales biliares y proteasas), 
pero permite la captación y desecho de moléculas hidrofílicas peque- 
ñas, que incluyen los nutrientes y los productos de desecho. Diferentes 
tipos de porinas en la membrana externa de las E. coli proporcionan ca- 
nales para el paso de tipos específicos de disacáridos y otras moléculas 
pequeñas, así como de ¡ones como el fosfato. Las secuencias de aminoá- 
cidos de las porinas no contienen ninguno de los segmentos largos, hi- 
drofóbicos continuos, típicos de las proteínas integrales con dominios 
helicoidales QU. que se expanden en la membrana, característicos de las 
proteínas integrales. En lugar de ello, es la superficie externa completa 
de la porina totalmente plegada la que exhibe su carácter hidrofóbico al 
núcleo hidrocarbonado de la bicapa lipídica. La cristalografía de rayos 
X muestra que las porinas son trímeros de subunidades idénticas. En 
cada subunidad, 16 láminas $ forman una hoja que se retuerce en una 
estructura que tiene forma de barril, con un poro central (Fig. 10-18). 
A diferencia de una proteína globular hidrosoluble típica, una porina 
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Periplasma 


FIGURA 10-18 Modelo estructural de una subunidad de OmpxX, una po- 
rina presente en la membrana externa de la E. coli. Todas las porinas son 
proteínas transmembrana triméricas. Cada subunidad tiene forma de barril, en 
la que las hebras B forman la pared y un poro transmembrana en el noc 
banda de cadenas laterales alifáticas (hidrofóbicas y no cíclicas) (amarillas) y un 
borde de cadenas laterales aromáticas (que contienen al anillo) (rojos) ubican 
la proteína en la bicapa. (Tomado de G£. Schulz, 2000, Curr. Opin, Struc Bio! 10: 443) 
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tiene un interior hidrofílico y UN exterior hidrofóbico; en este Sentido 
las porinas están invertidas. En un monómero de porina, los grupos 
que enfrentan el exterior en cada una de las hebras $ son Midrofóbico, 
y forman una banda con forma de cinta mo polar que rodea el exterior 
del barril. Esta banda hidrofóbica interactúa con los grupos acilo e 
sos de los lípidos de la membrana O Con a monómeros de Porina, 
Los grupos laterales que enfrentan Antenor le un ena de po. 
rina son predominantemente hidrofílicos; tapizan E POrO A través dq 
cual pequeñas moléculas hidrosolubles atraviesan a O (Nó. 
tese que las acuaporinas analizadas previamente, a pesar de su nombre, 
no son porinas y contienen múltiples hélices 0: transmembrana). 


Los lípidos unidos mediante enlaces covalentes 
anclan algunas proteínas a las membranas 


En las células eucarióticas, los lípidos unidos mediante enlaces covalen. 
tes pueden anclar algunas proteínas, por lo demás, típicamente hidro- 
solubles a una u otra lamela de la membrana. En estas proteínas ancla- 
das a los lípidos, las cadenas hidrocarbonadas lipídicas se encuentran 
embebidas en la bicapa, pero la proteína en sí no ingresa en esta bicapa, 
Las anclas lipídicas usadas para anclar las proteínas a la cara citosólica 
no se emplean para la cara exoplásmica y viceversa. 

Un grupo de proteínas citosólicas están ancladas a la cara citosólica 
de una membrana por un grupo acilo graso (p. ej., miristato o palmi- 
tato) unido mediante enlaces covalentes a un residuo de glicina N-ter- 
minal, un proceso denominado acilación (Fig. 10-19a). La retención de 
proteínas de este tipo en la membrana, por un ancla acilo N-terminal, 
puede cumplir un papel importante en una función asociada a la mem- 
brana. Por ejemplo, la v-Src, una forma mutante de una tirosina cinasa 
celular, induce el crecimiento celular anómalo que puede conducir al 
cáncer, pero solo cuando tiene un N-terminal miristilado. 

Un segundo grupo de proteínas citosólicas son ancladas a las mem- 
branas por una cadena hidrocarbonada unida a un residuo de cisteína 
presente o cercano al extremo C-terminal, proceso denominado pre- 
nilación (Fig. 10-19b). Las anclas de prenilo se construyen a partir de 
unidades 5-carbono isopreno que, como se detallará en la siguiente 
sección, también se utilizan en la síntesis del colesterol. En la preni- 
lación, un grupo de 15 carbonos farnesilo o un grupo de 20 carbonos 
geranilgeranilo se une a través de un enlace tioéter al grupo -SH de un 
residuo C-terminal de cisteína de una proteína. En algunos casos, UN 
segundo grupo geranilgeranilo o un grupo palmitato de un acilo graso 
están unidos a un residuo de cisteína cercano. Se considera que el ancla 
hidrocarbonada adicional refuerza la unión de la proteína a la mem- 
brana. Por ejemplo, la Ras, una proteína de la superfamilia GTPasa que 
funciona en la señalización intracelular (Cap. 15), es reclutada en la 
cara citosólica de la membrana plasmática por un ancla doble de esté 
tipo. Las proteínas Rab, que también pertenecen a la superfamilia de 
las GTPasa, están unidas de manera similar a las superficie citosólica de 
vesículas intracelulares por anclas prenilo; estas proteínas son necesá- 
rias para la fusión de las vesículas con sus membranas diana (Cap- E 4) 

Algunas proteínas de la superficie celular y proteínas especializa” 
das, con polisacáridos distintivos unidos mediante enlaces covalentes 
llamados proteoglicanos (Cap. 20) se unen a la cara exoplásmica de 
la membrana plasmática por medio de un tercer tipo de grupo ancla 
el glucosilfosfatidilinositol (GPI). Las estructuras exactas de las anclas 
GPI varían, en gran medida, en los diferentes tipos celulares; pero 9 
pre contienen fosfatidilinositol (PI), cuyas dos cadenas de acilo graso 
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FIGURA 10-19 Anclaje de las proteínas de la membrana plasmática a la 
bicapa por grupos hidrocarbonados unidos mediante enlaces covalen- 
tes. (a) Las proteínas citosólicas, como la v-Src, están asociadas a la membrana 
plasmática a través de una cadena de acilo graso simple unida al residuo de gli- 
cina (Gli) N-terminal del polipéptido. El miristato (C14) y el palmitato (C16) son 
anclas comunes de acilo. (b) Otras proteínas citosólicas (p. ej, Ras y Rab) están 
ancladas a la membrana por prenilación de uno o dos residuos de cisteína (Cys) 
en el extremo C-terminal o cerca de éste. Las anclas son grupos farnesilo (C15) 
y geranilgeranilo (C20), ambos insaturados. (c) El ancla lipídica, en la superficie 
exoplásmica de la membrana plasmática, es el glucosilfosfatidilinositol (GPI). 

La parte de fosfatidilinositol (rojo) de esta ancla contiene dos cadenas de acilo 
graso que se extienden en la bicapa. La unidad de fosfoetanol amina (púrpura) 
del ancla la une a la proteína. Los dos hexágonos verdes representan unidades 
de azúcar, que varían en número, naturaleza y conformación en diferentes 
anclas GPI. La estructura completa de un ancla GP! de levadura se muestra en 


la Figura 13-15. (Adaptado de H.Sprong y cols, 2001, Nature Rev. Mol. Cell Biol. 2:504,) 


n en la bicapa lipídica del mismo modo que los fosfolípidos 
típicos de la membrana; fosfatidiletanolamina, que une mediante enla- 
ces covalentes al ancla al extremo C-terminal de una proteína; y varl0s 
residuos de azúcares (Fig. 10-19c). Por lo tanto, las anclas GPI son glu- 
colípidos. El ancla GPI es necesaria y suficiente para unir las proteí- 
nas a la membrana. Por ejemplo, el tratamiento de las células con las 
fosfolipasa C, que escinde el enlace fosfato-glicerol en los fosfolípidos 
y en las anclas GPI (véase la Fig. 10-12), libera las proteínas ancladas 
con GPI, como la Thy-1 y la fosfatasa alcalina placentaria (PLAP) de la 


superficie celular. 


se extiende 


as transmembrana 


Todas las proteín 
tados 


y los glucolípidos están orien 

de modo asimétrico en la bicapa 

Cada tipo de proteína transmembrana tiene una orientación específi- 
a, con respecto a las caras de la membrana. 


ca, conocida como topologí 
Sus segmentos citosólicos siempre enfrentan el citoplasma, y los seg- 


esto de la mem- 


mentos exoplásmicos siempre enfrentan el lado opu 
nas les confiere 


brana. Esta asimetría en la orientación de las proteí 
diferente propiedades a las dos caras de la membrana. La orientación 
de los distintos tipos de proteínas transmembrana está establecida 
durante sus síntesis, como describimos en el Capítulo 13. Nunca se 
ha observado que las proteínas transmembrana alternen a través de 
la membrana; sin embargo, un movimiento de este tipo, que requiere 
desplazamiento transitorio de residuos de aminoácidos hidrofílicos 
a través del interior hidrofóbico de la membrana, sería energética- 
mente desfavorable. De acuerdo con ello, la topología asimétrica de 


una proteína transmembrana, que se establece durante su inserción 
biosintética en una membrana, 


se mantiene durante toda la vida de la 
proteína. Como muestra la Figura 10-6, las proteínas de la membra- 
na retienen su orientación asimétrica en ésta durante los eventos de 
invaginación y fusión de las membranas; el mismo segmento siempre 
mira al citosol, y éste siempre queda expuesto a la cara exoplásmica. 
En las proteínas que presentan múltiples segmentos transmembrana 
(proteínas multipaso o politópicas), la orientación de los segmentos 
individuales que atraviesan la membrana puede verse afectada por 
cambios en la composición de los fosfolípidos. 

Muchas proteínas transmembrana contienen cadenas de hidratos 
de carbono unidas mediante enlaces covalentes a las cadenas laterales 
de los residuos de serina, treonina o asparagina del polipéptido. Estas 
glucoproteínas transmembrana siempre están orientadas de modo 
tal que las cadenas de hidratos de carbono se encuentran en el do- 
minio exoplásmico (véase la Fig. 10-14, para el ejemplo de la glico- 
forina A). De modo similar, los glucolípidos, en los que una cadena 
de hidratos de carbono se encuentra unida al esqueleto de glicerol 
o esfingosina de un lípido de membrana, siempre están localizados 
en la lamela exoplásmica, con la cadena de hidrato de carbono que 
sobresale desde la superficie de la membrana. Las bases biosintéticas 
para la glucosilación asimétrica de las proteínas se describen en el 
Capítulo 14. Tanto las glucoproteínas como los glucolípidos son es- 
pecialmente abundantes en las membranas plasmáticas de las células 
eucariónticas y en las membranas de los compartimentos intracelu- 
lares que establecen las vías secretoras y endocíticas; están ausentes 
en la membrana interna de la mitocondria, las lamelas de los cloro- 
plastos y varias otras membranas intracelulares. Como las cadenas 
de hidratos de carbono de las glucoproteínas y los glucolípidos de 
la membrana plasmática se extienden hasta el espacio extracelular, 
están disponibles para interactuar con los componentes de la matriz 
extracelular, como las lectinas (proteínas que unen azucares específi- 
cos), factores de crecimiento y anticuerpos. 


Una consecuencia importante de estas interacciones se ilustra 

con los antígenos A, B y O de los grupos sanguíneos. Estos tres 
componentes oligosacáridos, relacionados estructuralmente, de ciertas 
glucoproteínas y glucolípidos se expresan en la superficie de los eritro- 
citos humanos y de muchos otros tipos celulares (Fig. 10-20). Todos los 
seres humanos tienen enzimas para la síntesis del antígeno O. Las per- 
sonas con el grupo sanguíneo A también tienen una enzima glucosil- 
transferasa que añade un monosacárido adicional modificado, deno- 
minado N-acetilgalactosamina, al antígeno O para formar el antígeno 
A. Los que tienen el tipo sanguíneo B presentan una transferasa dife- 
rente que añade una galactosa adicional al antígeno O para formar el 
antígeno B. Las personas que tienen ambas transferasas producen tanto 
el antígeno A como el B (tipo AB); los que carecen de estas transferasas 
producen solo el antígeno O (tipo sanguíneo O). 
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Lípido o Antígeno A 
proteína 
Transferasa 
GalNAc 
Lípido o Antígeno O 
proteína 
Gal 
Lípido o Antígeno B 
proteína 


Glc = Glucosa 
Gal = Galactosa 

GICNAc = N-acetilglucosamina 
GalNAc = N-acetilgalactosamina 
Fuc = Fucosa 


FIGURA 10-20 Antígenos de los grupos sanguíneos humanos ABO. Estos 
antígenos son cadenas de oligosacáridos unidas mediante enlaces covalentes 
a los glucolípidos o glucoproteínas de la membrana plasmática. Los azúcares 
oligosacáridos terminales distinguen los tres antígenos. La presencia o ausen- 
cia de glucosiltransferasas que añaden galactosa (Gal) o N-acetilgalactosamina 
(GalNAc) al antígeno O determina el tipo sanguíneo de la persona. 


Las personas cuyos eritrocitos carecen del antígeno A, antígeno B 
o ambos en la superficie normalmente tienen anticuerpos contra los 
antígenos faltantes en su suero. De este modo, si una persona de tipo A 
u O recibe una transfusión de sangre tipo B, los anticuerpos contra el 
antígeno B se unirán a los glóbulos rojos introducidos y desencadena- 
rán su destrucción. Para evitar estas reacciones perjudiciales, se requie- 
ren —en todas las transfusiones— la tipificación del grupo sanguíneo y la 
adecuación de los donantes y los receptores (Cuadro 10-2). Ml 


Los motivos de unión a lípidos ayudan a dirigir 
las proteínas periféricas hacia la membrana 


Muchas enzimas hidrosolubles emplean fosfolípidos como sus sustra- 
tos y, así, deben unirse a las superficies de la membrana. Las fosfolipa- 


Cuadro 10-2 | Grupos sanguíneos ABO 


Grupos sanguíneos Antígenos en los eritrocitos* 


Anticuerpos séricos 


Anti-A 


drolizan varios enlaces en los grupos de las Cabeza, 

de los fosfolípidos (véase la Fig. 10-12); por lo e desempeñan Una 

variedad de funciones en las células —generan O Precursores para la, 

moléculas de señalización € incluso sirviendo como OS acti. 

vos en muchos venenos de serpientes, ayudan a degra ar las Membra. 

nas celulares dañadas O envejecidas. Muchas E de este tipo, que 
incluyen las fosfolipasas, inicialmente se unen a los E pa Polares ge 
las cabezas de los fosfolípidos de las membranas para Sara cabo sus 
funciones catalíticas. El mecanismo de acción de e fosfolipasa A2 ilus. 
tra el modo en que las enzimas hidrosolubles pue ria de M 
modo reversible con las membranas, además de cata izar las reacciones 
en la interfase de una solución acuosa y €n la superficie de los lípidos. 
Cuando esta enzima está en la solución acuosa, su sitio activo que con. 
tiene Ca?* está contenido en un canal tapizado con aminoácidos hidro- 
fóbicos. La enzima se une con mayor afinidad a las bicapas compuestas 
por fosfolípidos cargados negativamente (p. e, fosfatidilserina). Este 
hallazgo sugiere que el borde de residuos de lisina y arginina cargados 
positivamente, alrededor de la entrada al canal catalítico, es de particu- 
lar importancia en la unión (Fig. 10-21a). La unión ORO cambio 
de conformación en la fosfolipasa A, que refuerza su unión a las ca- 
bezas de los fosfolípidos y abre el canal hidrofóbico. A medida que la 
molécula de fosfolípido se mueve desde la bicapa hacia el canal, el Ca?* 
unido a la enzima se une al fosfato en el grupo de la cabeza y posiciona, 
de este modo, el enlace éster que debe ser escindido en el sitio catalítico 
(Fig. 10-21b), lo que libera la cadena acilo. 


sas, por ejemplo, hi 


Las proteínas pueden ser eliminadas 
de las membranas con detergentes o 
soluciones salinas concentradas 


Las proteínas de la membrana, con frecuencia, son difíciles de purificar 
y estudiar; en gran medida, por su estrecha asociación con los lípidos de 
la membrana y con otras proteínas presentes en ésta. Los detergentes son 
moléculas anfipáticas que rompen las membranas intercalándose entre 
las bicapas fosfolipídicas y pueden, de este modo, emplearse para solu- 
bilizar los lípidos y muchas proteínas de la membrana. La parte hidro- 
fóbica de una molécula de detergente es atraída por los hidrocarbonos 
fosfolipídicos y se mezcla con éstos rápidamente; la parte hidrofílica es 
fuertemente atraída por el agua. Algunos detergentes, como las sales bi- 
liares, son productos naturales, pero la mayoría son moléculas sintéticas 
desarrolladas para limpiar y dispersar las mezclas de aceite y agua en la 
industria alimentaria (p. ej., la manteca de maní cremosa) (Fig. 10-22). 
Los detergentes iónicos, como el desoxicolato de sodio y el dodecilsulfa- 
to de sodio (SDS), contienen un grupo cargado; los detergentes no ¡óni- 
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FIGURA 10-21 Superficie de unión a los lípidos y mecanismo de acción 
de la fosfolipasa A). (a) Modelo estructural de la enzima que muestra la 
superficie que interactúa con una membrana. Esta superficie de unión a los 
lípidos contiene un borde de residuos de arginina y lisina cargados positiva- 
mente, que se muestran en azul, y rodean la cavidad del sitio activo catalítico, 
al cual un lípido sustrato (estructura de palillo rojo) se encuentra unido, (b) 
Diagrama de la catálisis por la fosfolipasa Az. Cuando se encuentran fijos en 
una membrana lipídica modelo, los residuos del sitio de unión cargados positi- 
vamente se unen a grupos polares cargados negativamente, en la superficie de 
la membrana. Esta unión desencadena un pequeño cambio de conformación 
que abre un canal tapizado con aminoácidos hidrofóbicos, desde la bicapa al 
sitio catalítico. A medida que el fosfolípido se mueve dentro del canal, un ion 
Ca?+ unido a la enzima (verde) se une al grupo de la cabeza; de este modo, 

se ubica el enlace éster que debe ser cortado (rojo), próximo al sitio catalítico. 


(Parte [a] adaptada de M. H. Gelb y cols. 1999, Curr. Opin. Struc. Biol. 9:428. Parte [b], véase D. Blow, 1991, 


Noture 351:444.) 
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cos, como el Tritón X-100 y el octilglucósido, carecen de grupo cargado. 
A concentraciones muy bajas, los detergentes se disuelven en agua pura 
como moléculas aisladas. A medida que la concentración aumenta, las 
moléculas comienzan a formar micelas pequeños agregados esféricos 
en las cuales las partes hidrofílicas de las moléculas enfrentan el exterior 
y las zonas hidrofóbicas se agrupan en el centro (véase la Fig. 10-3c). La 
concentración micelar crítica (CMC) a la cual se forman las micelas es 
característica de cada detergente y es una función de las estructuras de 
sus partes hidrofóbica e hidrofílica. 

Los detergentes iónicos y no iónicos interactúan de diferente for- 
ma con las proteínas y tienen usos distintos en el laboratorio. Los 
detergentes iónicos se unen a las regiones hidrofóbicas expuestas 
de las proteínas de membrana, así como a los núcleos hidrofóbicos 
de las proteínas hidrosolubles. Debido a su carga, estos detergentes 
también pueden desarmar los enlaces iónicos y los puentes de hidró- 
geno. A elevadas concentraciones, por ejemplo, el dodecilsulfato de 
sodio desnaturaliza por completo las proteínas mediante su unión a 
cada cadena lateral, una propiedad explotada en la electroforesis en 
gel con el dodecilsulfato de sodio (véase la Fig. 3-36). Los detergen- 
tes no iónicos, en general, no desnaturalizan las proteínas y, así, son 
útiles para extraerlas en su forma plegada y activa de las membranas 
antes de purificarlas. Las interacciones entre proteínas, en especial 
las más débiles, pueden ser sensibles a los detergentes tanto iónicos 
como no iónicos. 

A elevadas concentraciones (por encima de la CMC), los detergen- 
tes no iónicos solubilizan las membranas biológicas formando micelas 
mixtas de detergente, fosfolípidos y proteínas integrales de la membra- 
na, estructuras masivas hidrofóbicas que no se disuelven en solución 
acuosa (Fig. 10-23, parte superior). A bajas concentraciones (por deba- 
jo de la CMC), estos detergentes se unen a las regiones hidrofóbicas de 
la mayoría de las proteínas integrales de la membrana sin formar mice- 
las, lo que permite que permanezcan solubles en solución acuosa (Fig. 
10-23, parte inferior). La creación de una solución acuosa de proteínas 
integrales de membrana de este tipo es un primer paso, necesario en la 
purificación de las proteínas. 
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FIGURA 10-22 Estructuras de cuatro 

detergentes comunes. La parte hidro- 
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provocan la desnaturalización de las 
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y, así, resultan Útiles para solubilizar las 
proteínas integrales de la membrana. 
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FIGURA 10-23 Solubilización de las proteínas 
integrales de la membrana por detergentes 
no iónicos. A una concentración superior que su 
concentración micelar crítica (CMC), un detergen- 
te solubiliza lípidos y proteínas integrales de la 
membrana y forma micelas mixtas que contienen 
moléculas de detergente, proteínas y lípidos. A 
concentraciones inferiores a la de la CMC, los 
detergentes no iónicos (p. ej. el octilglucósido, el 
Triton X-100) pueden disolver las proteínas de la 
membrana sin formar micelas, al cubrir las regiones 
que se expanden en la membrana. 


El tratamiento de células cultivadas con una solución salina amor- 
tiguada que contenga un detergente no iónico, como el Tritón X-100, 
extrae las proteínas hidrosolubles, así como las proteínas integrales de 
la membrana. Según se mencionó anteriormente, los dominios exo- 
plásmico y citosólico de las proteínas integrales de la membrana, por lo 
general, son hidrofílicos e hidrosolubles. Los dominios que se expan- 
den en la membrana, sin embrago, son ricos en residuos hidrofóbicos y 
no cargados (véase la Fig. 10-14). Cuando se separan de la membrana, 
estos segmentos hidrofóbicos expuestos tienden a interactuar entre sí; 
esto hace que las moléculas proteicas se agreguen y precipiten en las 
soluciones acuosas. Las partes hidrofóbicas de las moléculas de deter- 
gente no iónico se unen preferentemente a los segmentos hidrofóbicos 
de las proteínas transmembrana, lo que evita la agregación proteica y 
permite que las proteínas permanezcan en la solución acuosa. Luego, 
las proteínas transmembrana solubilizadas en el detergente pueden ser 
purificadas por cromatografía de afinidad y otras técnicas empleadas 
en la purificación de proteínas hidrosolubles (véase el Cap. 3). 

Como se analizó previamente, la mayoría de las proteínas periféri- 
cas de la membrana están unidas a proteínas transmembrana específi- 
cas, a los fosfolípidos de la membrana, mediante interacciones iónicas 
u otras interacciones no covalentes débiles. Por lo general, las proteínas 
periféricas pueden ser removidas de las membranas con soluciones de 
gran fuerza iónica (soluciones salinas concentradas), que rompen los 
enlaces iónicos, o con productos químicos que se unen a los cationes 
divalentes, como Mg?*. A diferencia de las proteínas integrales, la ma- 
yoría de las proteínas periféricas son solubles en soluciones acuosas y 
no requieren disolución con detergentes no iónicos. 


CONCEPTOS CLAVE de la sección 10.2 


Proteínas de la membrana: estructura 
y funciones básicas 


* Las membranas biológicas habitualmente contienen proteínas inte- 
grales (transmembrana) y proteínas periféricas, que no ingresan en el 
núcleo hidrofóbico de la bicapa (véase la Fig. 10-]). 


* La mayoría de las proteínas integrales de la membrana contienen una 
o más hélices QU: hidrofóbicas que se insertan en la membrana y están 
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Micelas 


Concentración por 
encima de la CMC 


M Detergente 


— Disueltas, 
Concentración por pero no 
debajo de la CMC forman 

micelas 


rodeadas de dominios hidrófilos que se extienden hacia el ambiente 
acuoso y que rodean las caras citosólica y exoplásmica de la membrana 
(véanse las Figs. 10-14, 10-15 y 10-17). 


* Las cadenas laterales de los acilos grasos, como así también los grupos 
polares de las cabezas de los lípidos de la membrana, se empaquetan de 
forma estrecha e irregular alrededor de los segmentos hidrofóbicos de 
las proteínas integrales de la membrana (véase la Fig. 10-16). 


* Las porinas, a diferencia de otras proteínas integrales, contienen lá- 
minas P que se expanden en la membrana y conforman un canal con 
forma de barril a través de la bicapa (véase la Fig. 10-18). 


* Largas cadenas de lípidos unidas a ciertos aminoácidos anclan ciertas 
proteínas a una u otra lamela de la membrana (véase la Fig. 10-19). 


* Todas las proteínas transmembrana y los glucolípidos están orienta- 
dos de manera asimétrica en la bicapa. Invariablemente, las cadenas de 
hidratos de carbono están presentes solo en la superficie exoplásmica 
de una glucoproteína o un glucolípido. 


* Muchas enzimas hidrosolubles (p. ej., fosfolipasas) emplean los fosfolípi- 
dos como sus sustratos y deben unirse a la superficie de la membrana para 
llevar a cabo su función. Esta unión con frecuencia se debe a la atracción 
entre las cargas positivas de los residuos básicos de la proteína y las cargas 
negativas de los grupos de las cabezas de los fosfolípidos de la bicapa. 


Las proteínas transmembrana se extraen de modo selectivo (se solubi- 
lizan) y purifican con el uso de detergentes no iónicos. 


10.3 Fosfolípidos, esfingolípidos y colesterol: 


síntesis y movimiento intracelular 


. jales que 
En esta sección, consideraremos algunos de los desafíos especiales 


enfrenta una célula al sintetizar y transportar lípidos, que On escasa- 
mente solubles en el interior acuoso de las células. El foco de muestia 
análisis se centrará en la biosíntesis y el movimiento de los a 
lípidos que se encuentran en las membranas celulares (los fosfolíp 3 d . 
los esfingolípidos y el colesterol) y sus precursores. En la ica 
lípidos, los precursores hidrosolubles se ensamblan en los interm 


NA 


nes ARAÑES en la membrana que luego se convierten en los produc- 
tos lipídicos de la membrana. El movimiento de los lípido ( ¡ 
mio los componentes de la membrana, entre Elrentes a 
a y las propiedades de las 
Un principio fundamental d e ¡ 5 ceda: 
aquel según el cual la célula uña a biosíntesis de las membranas es 
pansión de las ya existentes. (La Pee o ago nuevas solo por ex- 
INN cani coca cepción puede ser la autofagia, 
formación de una “medialuna autofá 3d icialuenie, a traves de la 
la modificación de la fosfatidiletanol O A Reoplies 
tinoide Atg8 [véase la Fi a con el modificador ubicui- 
síntesis de los lípidos dels memb en ell Epa Pri = 
los pasos finales son catalizados tall eat abo en el citoplasma, 
a por enzimas unidas a membranas ce- 

lulares p reexistentes, y los productos se incorporan a las membranas 
a medida que se generan. Cuando las células se exponen brevemen- 
te a precursores radiactivos (p. ej., fosfato o ácidos grasos), se obtie- 
ne evidencia de este fenómeno: todos los fosfolípidos y esfingolípidos 
que incorporan estas sustancias precursoras están asociados con las 
membranas intracelulares; como se esperaría por la hidrofobicidad de 
las cadenas de ácidos grasos, ninguno se encuentra libre en el citosol. 
Después de formarse, los lípidos de la membrana deben distribuirse 
adecuadamente tanto en las lamelas de una membrana determinada 
como entre las membranas independientes de diferentes orgánulos en 
las células eucariónticas, así como en la membrana plasmática. Aquí, 
consideraremos de qué manera se lleva a cabo esta precisa distribución 
de los lípidos; en los Capítulos 13 y 14 analizaremos de qué modo se in- 
sertan las proteínas de membrana en las membranas celulares y cómo 
se desplazan hacia su localización adecuada dentro de la célula. 

Los ácidos grasos se ensamblan a partir de bloques 
estructurales de dos carbonos mediante varias 
enzimas importantes 
2) desempeñan varias funciones importantes 
en las células. Además de ser una fuente de combustible celular (véase 
de la oxidación aeróbica, en el Cap. 12), los ácidos 
grasos son componentes fundamentales tanto de los fosfolípidos como 
de los esfingolípidos que constituyen las membranas celulares; también 
fijan ciertas proteínas a las membranas celulares (véase la Fig. 10-19). 
Así, la regulación de la síntesis de los ácidos grasos cumple un rol central 
en la regulación de la síntesis de las membranas como totalidad. Los 
principales ácidos grasos en los fosfolípidos contienen 14, 16, 18 o 20 
átomos de carbono € incluyen tanto cadenas saturadas como no satu- 
radas. Las cadenas de acilos grasos qué se encuentran en los esfingolípi- 
dos pueden ser más largas que las que están en los fosfoglicéridos, que 
asta 26 átomos de carbono, y pueden experimentar también 
ej. hidroxilación). 


Los ácidos grasos (Cap. 


el tratamiento acerca 


contienen h 


otras modificaciones químicas (p. , 
Los ácidos grasos se sintetizan a partir del bloque estructural de dos 


carbonos acetato, CH,COO”. En las células, tanto el acetato como los 
intermediarios de la biosíntesis de los ácidos grasos se esterifican a la 
gran molécula hidrosoluble coenzima Á (CoA), como lo ejemplifica la 


estructura de la acetil CoA: 


cal 
eS S —(CH212— N— 8 (CH212— N= c 
Acetilo 0) 


O OH CH, O” 


portante en el me- 


La acetil CoA constituye un intermediario im 
minoácidos, 


tabolismo de la glucosa, los ácidos grasos y numerosos a 


según se detallará en el Capítulo 12. Contribuye también con grupos 


acetilo en muchas vías biosintéticas. Los ácidos grasos saturados (no 
hay dobles enlaces carbono-carbono) que contienen 14 0 16 átomos de 
carbono se sintetizan a partir de la acetil CoA por acción de dos enzl- 
mas, la acetil-CoA carboxilasa y la sintasa de ácidos grasos. En las células 
animales, estas enzimas se encuentran en el citosol; en las vegetales, se 
encuentran en los cloroplastos. La palmitoíl CoA (un grupo acilo graso 
de 16 carbonos unido a la CoA) puede elongarse a 18-24 carbonos por 
la adición secuencial de unidades de dos carbonos en el RE o, en cier- 
tas ocasiones, en la mitocondria. Las enzimas desaturadas, localizadas 
también en el RE, introducen dobles enlaces en posiciones específicas 
en algunos ácidos grasos, lo que genera ácidos grasos insaturados. La 
oleíl CoA (un oleato unido a la CoA, véase el Cuadro 2-4), por ejemplo, 
se forma mediante la eliminación de dos átomos de H de la estearil 
CoA. A diferencia de lo que ocurre con los ácidos grasos libres, los de- 
rivados acilo grasos de la CoA son solubles en soluciones acuosas, por 


la hidrofilicidad del segmento CoA. 


Las proteínas citosólicas pequeñas facilitan 
el movimiento de los ácidos grasos 


Para ser transportados a través del citoplasma celular, los ácidos grasos 


libres o no esterificados (los no unidos a una CoA), normalmente se 
unen a proteínas que unen ácidos grasos (FABP), que pertenecen a un 
grupo de pequeñas proteínas citosólicas que facilitan el movimiento 
intracelular de muchos lípidos. Estas proteínas contienen un bolsillo 
hidrofóbico tapizado con láminas $ (Fig. 10-24). Una cadena larga de 
ácido graso puede encajar en este bolsillo e interactuar en forma no 
covalente con la proteína que la rodea. 

La expresión de las proteínas que unen ácidos grasos celulares se re- 
gula de modo coordinado con los requisitos celulares para la captación 
y liberación de los ácidos grasos. De este modo, los niveles de estas pro- 
teínas son elevados en los músculos activos que están empleando ácidos 
grasos para la generación de ATP y en los adipocitos (células que alma- 
cenan grasa), cuando están captando ácidos grasos que deben ser alma- 
cenados como triglicéridos o liberando ácidos grasos para ser empleados 
por otras células. La importancia de las proteínas que unen ácidos grasos, 
en el metabolismo de dichos ácidos, es destacada, ya que pueden com- 
poner hasta el 5% de todas las proteínas citosólicas en el hígado, y la 
inactivación genética de dichas proteínas del músculo cardíaco convierte 
al corazón de un músculo que primariamente quema ácidos grasos para 
obtener la energía en uno que principalmente quema glucosa. 


Los ácidos grasos son incorporados a los 
fosfolípidos principalmente en la membrana del RE 


Los ácidos grasos no se incorporan directamente a los fosfolípidos; sino 
que en las células eucarióticas se convierten, en primer lugar, en esteres 
de CoA. La síntesis posterior de fosfolípidos, como la de los fosfogli- 
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FIGURA 10-24 Unión de un ácido graso al bolsillo hidrofóbico de una 
proteína de unión al ácido graso (FABP). La estructura cristalina del FABP 
de un adipocito (diagrama de cinta) revela que el bolsillo de unión hidrofóbico 
se genera a partir de dos láminas P que están casi perpendiculares entre sí, que 
forman una estructura semejante a Una valva de una almeja. Un ácido graso 
(carbonos en amarillo; oxígenos en rojo) interactúa en forma no covalente con 
los residuos de aminoácidos hidrofóbicos, dentro de este bolsillo, (Véase A. Reese- 
Wagoner y cols., 1999, Biochim. Biophys. Acta 23:1441 (2-3):1 06-116.) 


céridos, puede ser llevada a cabo por enzimas asociadas con la cara 
citosólica de la membrana del RE, habitualmente el liso, en las células 
animales; a través de una serie de pasos, las CoA de los acilos grasos, 
glicerol 3-fosfato y los precursores de los grupos polares de las cabezas 
son unidos y luego insertados a la membrana del RE (Fig. 10-25). El 
hecho de que estas enzimas estén localizadas en la cara citosólica de 
la membrana significa que hay una asimetría inherente en la biogéne- 
sis de la membrana: las nuevas membranas, inicialmente, se sintetizan 
solo sobre una lamela —un hecho del que derivan consecuencias impor- 
tantes para la distribución asimétrica de los lípidos en las lamelas de la 
membrana—. Una vez que se han sintetizado sobre el RE, los fosfolípi- 
dos son transportados a otros orgánulos y a la membrana plasmática. 
Las mitocondrias sintetizan partes de sus propios lípidos de membrana 
e importan otros. 

Los esfingolípidos también son sintetizados indirectamente a par- 
tir de múltiples precursores. La esfingosina, el bloque estructural de 
estos lípidos, se sintetiza en el RE; dicha síntesis comienza con el aco- 
plamiento de un grupo palmitoíl a partir de la palmitoíl-CoA a serina; 
la adición posterior de un segundo grupo acilo graso para formar una 
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FIGURA 10-25 Síntesis de fosfolípidos en la membrana del RE. Como 


' 2h a e 
los fosfolípidos son moléculas anfipáticas, los estadios finales de su síntesis en 
múltiples etapas pueden producirse en la in 


466 CAPÍTULO 10 + Estructura de las biomembranas 


CBA?” Colina 


N-acil esfingosina (ceramida) también se produce en el RE. Posterio;. 
mente, en el aparato de Golgi, un grupo polar de la cabeza se añade a /, 
ceramida, lo que da como resultado la esfingomielina, cuya cabeza con. 
tiene el grupo de fosforilcolina, y varios glucoesfingolípidos, en los cua. 
les el grupo de la cabeza puede ser un monosacárido o un oligosacárido 
más complejo (véase la Fig. 10-8b). La síntesis de algunos esfingolípi- 
dos también puede producirse en las mitocondrias. Además de servir 
como esqueleto para los esfingolípidos, la ceramida y sus productos 
metabólicos son moléculas de señalización importantes que pueden 
influenciar el crecimiento celular, la proliferación, la endocitosis, la re- 
sistencia al estrés y la muerte celular programada (apoptosis). 


CDP-colina 


Diacil- 
glicerol 


Lamela 


exoplásmica citosólica 


Lamela 


Flipasa 
fosfotransferasa 
Colina 


largas anclan la molécula a la membrana. Paso El una fosfatasa convierte el 
ácido fosfatídico en diacilglicerol. Paso Et un grupo de la cabeza polar (p. €). 
fosforilcolina) se transfiere desde la citosina difosfocolina (CDP-colina) al cr 
hidroxilo expuesto. Paso EX las proteínas flipasa catalizan el movimiento delo 
fosfolípidos desde la lamela citosólica en la cual se han formado inicialmente. 
hasta la lamela exoplásmica. 


Después de que su síntesis se ha completado en el aparato de Golgi 
los esfingolípidos son transportados a otros compartimentos celula 8l, 
a través de mecanismos mediados por vesículas semejantes a los res 
existen para el transporte de proteínas, analizados en el pita 14. 
Cualquier tipo de transporte vesicular produce el movimiento no silo 
de la proteína, sino también de los lípidos que componen la membrana 
vesicular. Además, los fosfolípidos, como los fosfoglicéridos y el coles- 
terol, pueden moverse entre los orgánulos por medio de diferentes me- 
canismos, como los que se describen más adelante. 


Las flipasas mueven los fosfolípidos de una lamela 
de la membrana a la opuesta 


Aun cuando los fosfolípidos inicialmente son incorporados a la lamela 
citosólica de la membrana del RE, varios fosfolípidos se distribuyen de 
modo asimétrico en las dos lamelas de la membrana del RE y las otras 
membranas celulares. Como se mencionó anteriormente, los fosfolípi- 
dos no se intercambian rápidamente de una lamela a la otra. Para que 
la membrana del RE se expanda por el crecimiento de ambas lamelas 
y tenga una distribución asimétrica de fosfolípidos, sus componen- 
tes fosfolipídicos deben ser capaces de moverse de una lamela de la 
membrana a la otra. Aunque los mecanismos empleados para generar 
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colesterol. El paso de control de la velo- 


cidad regulada en la biosintesis del colesterol es la conversión de B-hidroxi-P- 
metilglutaril CoA (HMG-CoA) en ácido mevalónico, por la HMG-COA reductasa, 
una proteina de la membrana del RE. Luego, el mevalonato se convierte a 150” 
pentenil pirofostato (IPP), que tiene la estructura isoprenoide básica de cinco 


FIGURA 10-26 Vía biosintética del 
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y mantener la asimetría fosfolipídica de la membrana no se compren - 
dan bien, queda claro que las flipasas desempeñan una función cen- 
tral. Como se describe en el Capítulo 11, estas proteínas integrales de 
la membrana emplean la energía de la hidrólisis del ATP para facilitar 
el movimiento de las moléculas del fosfolípido de una lamela a la otra 


(véase la Fig. 11-15). 


El colesterol se sintetiza mediante enzimas 
en el citosol y la membrana del RE 


Nos centramos luego en el colesterol, el principal esterol en las célu- 


las animales. El colesterol se sintetiza principalmente en el hígado. Los 
primeros pasos de la síntesis del colesterol (Fig. 10-26) —la conversión 
de los tres grupos acetilo ligados a la CoA (acetil CoA) que forman 
la molécula de seis carbonos P-hidroxi-P-metilglutaril ligada a la CoA 
(HMG-CoA)- ocurren en el citosol. La conversión de la HMG-CoA 
en mevalonato, el paso clave que controla la velocidad en la biosíntesis 
del colesterol, es catalizado por la HMG-CoA reductasa, una proteína 
integral de la membrana del RE, aun cuando ambos, su sustrato y su 
producto, sean hidrosolubles. El dominio hidrosoluble catalítico de la 
HMG-COoA reductasa se extiende al citosol, pero sus ocho hélices Ql 
transmembrana están firmemente embebidas en la membrana del RE. 


Acetil COA + acetoacetil CoA 
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y 
y 
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carbonos. El IPP puede convertirse en colesterol y en muchos otros lípidos, con 
frecuencia, a través de intermediarios poliisoprenoides que se muestran aquí. 
Se indican algunos de los numerosos compuestos derivados de los intermedia- 


rios isoprenoides y del colesterol. 


467 


Cinco de las hélices o. componen el denominado dominio que detecta 


esterol y regulan la estabilidad de la enzima. Cuando los niveles de co- 
lesterol en la membrana del RE son altos, la unión de este dominio hace 
s dos proteínas integrales de la membrana 
induce la ubicuitinación 
por la 


que la proteína se una a otra 


del RE, la Insig-1 y la Insig-2. Esto, a Su vez, 
(véase la Fig. 3-29) de la HMG-C0A reductasa y su degradación 
vía proteasómica, lo que reduce la producción de mevalonato, el inter- 


mediario clave en la biosíntesis del colesterol. 


La aterosclerosis, llamada con frecuencia taponamiento de las 

arterias dependientes de colesterol, se caracteriza por el depósito 
progresivo de colesterol y de otros lípidos, células y material de la ma- 
triz extracelular en la capa interna de la pared de una arteria. La distor- 
sión resultante de la pared arterial puede conducir, sola o combinada 
con un coágulo sanguíneo, a un bloqueo mayor del flujo sanguíneo. La 
aterosclerosis da cuenta del 75% de las muertes relacionadas con la en- 
fermedad cardiovascular, en los Estados Unidos. 

Quizás los medicamentos más exitosos para la aterosclerosis sean 
las estatinas. Estos fármacos se unen a la HMG-C0A reductasa e inhi- 
ben en forma directa su actividad, lo que desciende la biosíntesis del 
colesterol. En consecuencia, la cantidad de lipoproteínas de baja densi- 
dad (véase la Fig. 14-27) —las partículas pequeñas recubiertas de mem- 
brana , que contienen colesterol esterificado a ácidos grasos, que con 
frecuencia y adecuadamente se denominan “colesterol malo”- descien- 
de en la sangre, lo que reduce la formación de placas ateroscleróticas.B 


El mevalonato, el producto de seis carbonos formado por la HMG- 
CoA reductasa, se convierte a través de varios pasos en el compuesto 
isoprenoide de cinco carbonos isopentenil pirofosfato (IPP) y su es- 
teroisómero, el dimetilalil pirofosfato (DMPP) (véase la Fig. 10-26). 
Estas reacciones son catalizadas por enzimas citosólicas, al igual que las 
reacciones posteriores en la vía de síntesis del colesterol, en las cuales 
seis unidades IPP se condensan para producir escualeno, un interme- 
diario de cadena ramificada de 30 carbonos. Las enzimas unidas a la 
membrana del RE catalizan las múltiples reacciones que convierten el 
escualeno en colesterol en los mamíferos o en esteroles relacionados, 
en otras especies. Uno de los intermediarios de esta vía, el farnesil piro- 
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FIGURA 10-27 Mecanismos propuestos del transporte de colesterol 

de los fosfolípidos entre las membranas. En el mecanismo (a), la Í Ñ 
transheren lípidos entre las membranas. En el mecanismo (b), la tr MEA y 
de lípidos es una consecuencia del contacto directo entre las pe 
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(b) 


o prenilo que ancla la Ras y sus PrOte; 
» 3 id 
citosólica de la membrana plasmár, 
. 4 A € 
biomoléculas importantes ( Ñ 


fosfato, es el precursor del lípid 


nas relacionadas a la superficie 


10-19), así como QUES Véase 


(véase la Fig. 
la Fig. 10-26). 


sfolípidos son transportados 


El colesterol y lOs fo l r 
por varios mecanismos 


entre los orgánulos 
los pasos finales en la síntesis del colesteryy 


bo, principalmente, en el RE. Así, la me. 


los fosfolípidos se llevan a C nOs | 
p ranas que limitan otros orgánulos debes 


brana plasmática y las membre A 
obtener estos lípidos por medio de uno O más procesos de transpor 


intracelular. Los lípidos de las membranas pueden acompañar las pro, 
teínas solubles y las proteínas de membrana durante la vía secretor, 
descrita en el Capítulo 145 las vesículas de membrana brotan desde el 
RE y se fusionan con las membranas del complejo de Golgi, y Otras 
vesículas de membrana brotan desde el complejo de Golgi y se fusionan 
con la membrana plasmática (Fig. 10-274). Sin embargo, varias líneas 
de evidencia sugieren que existe Un notable movimiento interorgánulo 
de colesterol y fosfolípidos a través de otros mecanismos. Por ejemplo, 
los inhibidores químicos de la vía secretora clásica y las mutaciones 
que impiden el tránsito vesicular, en esta vía, no evitan el transporte de 
colesterol o de fosfolípidos entre las membranas. 

Un segundo mecanismo comprende el contacto directo mediado 
por proteínas entre el RE, o las membranas derivadas del RE, con las 
membranas de otros orgánulos (Fig. 10-27b). En el tercer mecanismo, 
pequeñas proteínas que transfieren lípidos facilitan el intercambio de 
fosfolípidos o de colesterol entre diferentes membranas (Fig. 10-270). 
Aunque estas proteínas de transferencia han sido identificadas en ensa- 
yos in vitro, su función en los movimientos intracelulares de la mayoría 
de los fosfolípidos no está bien definida. Por ejemplo, los ratones con 
una mutación knock out en el gen que codifica la proteína que transfiere 
fosfatidilcolina parecen ser normales en la mayoría de los aspectos, lo 
que indica que esta proteína no es esencial para el metabolismo de los 
fosfolípidos celulares. 

Como se señaló previamente, la composición lipídica de las mem- 
branas de los diferentes orgánulos varía considerablemente (véase el 


Como ya se mencionó, 
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mediado por proteínas embebidas en éstas. En el mecanismo 
cia es mediada por pequeñas proteínas solubles de transferencia d 
(Adaptado de FR. Maxheld y D. Wustner, 2002, J. Clin. Invest. 110:891.) 


ye» 


Cuadro 10-1). Algunas de estas diferencias se deben a los distintos sitios 
de síntesis. Por ejemplo, un fosfolípido denominado cardiolipina, ue 
se localiza en la membrana de las mitocondrias, se sintetiza solo ps 
mitocondrias, y muy poco se transfiere a otros orgánulos. El Hampole 
diferencial de lípidos también desempeña un papel en la determinación 
de las composiciones lipídicas de diferentes membranas celulares. Por 
ejemplo, aun cuando el colesterol se sintetiza en el RE, la concentración 
de colesterol (cociente molar colesterol a fosfolípido) es - 1,5-13 veces 
más elevada en la membrana plasmática que en otros orgánulos (RE 
Golgi, mitocondrias, lisosomas). Aunque los mecanismos Papoñsbles 
de establecer y mantener estas diferencias no se comprenden bien, he- 
mos visto que la composición distintiva de lípidos de cada membrana 
tiene una influencia central en sus propiedades físicas y biológicas. 


CONCEPTOS CLAVE de la sección 10.3 


Fosfolípidos, esfingolípidos y colesterol: síntesis 
y movimiento intracelular 


* Los ácidos grasos saturados e insaturados de varias longitudes de ca- 
dena son componentes de los fosfolípidos y esfingolípidos. 


« Los ácidos grasos se sintetizan a partir de la acetil CoA por enzimas 
hidrosolubles y son modificados por la elongación y desaturación en el 
retículo endoplásmico (RE). 


« Los ácidos grasos libres son transportados, en el interior de las células, 
por las proteínas que unen ácidos grasos (FABP). 


- Los ácidos grasos son incorporados a los fosfolípidos a través de un 
proceso de múltiples pasos. Los pasos finales en la síntesis de los fosfo- 
glicéridos y los esfingolípidos son catalizados por enzimas asociadas a 
las membranas, inicialmente, en la cara citosólica del RE (véase la Fig. 
10-25). 


« Cada tipo de lípido recién sintetizado se incorpora a las membranas 
preexistentes, sobre las cuales se sintetiza; así, las membranas son —en 
sí mismas- la plataforma para la síntesis de nuevo material de mem- 


brana. 


- La mayoría de los fosfolípidos de la membrana se distribuyen prefe- 
rentemente en la lamela exoplásmica O citosólica. Esta asimetría resul- 
ta, en parte, de la acción de las flipasas de fosfolípidos, que intercam- 
bian lípidos de una lamela a la otra. 


biosíntesis del colesterol se producen en el 


« Los pasos iniciales de la 
finales son catalizados por enzimas aso- 


citosol, mientras que los pasos 
ciadas con la membrana del RE. 


* El paso de control de la velocidad, en la biosíntesis del colesterol, es ca- 
talizado por la HMG-CoA reductasa, cuyos segmentos transmembrana 
están embebidos en la membrana del RE y contienen un dominio que 
detecta la presencia de esterol. 


- Evidencias considerables indican que el transporte de vesículas, in- 
dependiente del complejo de Golgi, dirige los contactos mediados por 
proteínas entre diferentes membranas, transportadores proteicos solu- 
bles; todos éstos pueden dar cuenta de cierto transporte interorgánulos 
de colesterol y fosfolípidos (véase la Fig. 10-27) 


Perspectivas para el futuro 


Una pregunta fundamental en la biología de los lípidos concierne a 
la generación, mantenimiento y función de la distribución asimé- 
trica de éstos en las lamelas de una membrana, además de la varia- 
ción en la composición lipídica entre las membranas de diferentes 
orgánulos. ¿Cuáles son los mecanismos que subyacen a esta com- 
plejidad y por qué se necesita dicha complejidad? Ya sabemos que 
ciertos lípidos pueden interactuar específicamente con determina- 
das proteínas e influenciar su actividad. Por ejemplo, las proteínas 
multiméricas grandes que participan en la fosforilación oxidativa 
en la membrana interna de la mitocondria parecen ensamblarse en 
supercomplejos cuya estabilidad puede depender de las propiedades 
físicas y la unión de fosfolípidos especializados, como la cardiolipi- 
na (véase el Cap. 12). 

La existencia de balsas de lípidos en las membranas biológicas y 
su función en la señalización celular sigue siendo un tópico de de- 
bate. Muchos estudios bioquímicos que usan membranas modelos 
muestran que los ensambles laterales estables de esfingolípidos y 
colesterol —balsas de lípidos- pueden facilitar las interacciones se- 
lectivas entre proteínas, al excluir o incluir determinadas proteínas. 
Pero si las balsas lipídicas existen o no en las membranas biológi- 
cas naturales, así como sus dimensiones y dinámica, se encuentran 
en investigación intensa. Las nuevas herramientas biofísicas y mi- 
croscópicas están comenzando a proporcionar bases sólidas para su 
existencia, tamaño y conducta. 

A pesar del considerable avance en nuestra comprensión del me- 
tabolismo celular y el movimiento de los lípidos, aún hay una es- 
casa caracterización de los mecanismos de transporte de colesterol 
y fosfolípidos entre las membranas de los orgánulos. En particular, 
carecemos de una comprensión detallada del modo en el que varias 
proteínas de transporte mueven los lípidos desde la lamela de una 
membrana a la otra (actividad flipasa) y hacia adentro y afuera de las 
células. Esta comprensión requerirá una determinación de estructu- 
ras de alta resolución de estas moléculas, su captura en varias etapas 
del proceso de transporte y un análisis cinético y biofísico de otro tipo 
sobre su función, semejante a los enfoques analizados en el Capítulo 
11 para dilucidar la actividad de los canales iónicos y las bombas im- 
pulsadas por ATP. 

Los avances recientes en la solubilización y cristalización de las 
proteínas integrales de la membrana han conducido a delinear las 
estructuras moleculares de muchos tipos importantes de proteínas, 
como los canales iónicos, los receptores acoplados a la proteína G, 
las bombas iónicas impulsadas por ATP y las acuaporinas, como 
veremos en el Capítulo 11. Sin embargo, muchas clases importan- 
tes de proteínas de membrana han resultado poco accesibles, aun a 
estos nuevos enfoques. Por ejemplo, carecemos de la estructura de 
cualquier proteína que transporte glucosa a una célula eucarióntica. 
Como aprenderemos en los Capítulos 15 y 16, muchas clases de re- 
ceptores abarcan la membrana plasmática con una o más hélices a. 
Quizás, sorprendentemente carezcamos de la estructura molecular 
del segmento transmembrana de cualquier receptor de la superficie 
celular eucariótica de paso simple y, por este motivo, muchos aspec- 
tos de la función de estas proteínas aún siguen siendo un misterio. 
La transmisión de información a través de la membrana, tal como 
sucede cuando un receptor de paso simple une un ligando adecuado, 
aún debe ser descrita a resolución molecular adecuada. La dilucida- 
ción de las estructuras moleculares de estas y muchos otros tipos de 
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proteínas de membrana esclarecerá numerosos aspectos de la biolo- 
gía celular molecular. 


Palabras clave 


anfipático 445 balsa lipídica 454 
acuaporina 458 liposoma 445 
aterosclerosis 468 luz 448 


colesterol 450 

cilio 448 
citoesqueleto 443 
cara citosólica 447 
cara exoplásmica 447 


proteína de transporte 
de la membrana 443 

micela 445 

proteína periférica de la 
membrana 456 


flagelo 448 fosfoglicérido 448 
flipasa 454 fosfolipasa 454 
glucolípido 450 bicapa fosfolipídica 445 
glucoproteína 461 membrana plasmática 443 
hidrófilo 445 porina 458 
hidrófobo 445 proteína receptora 443 
proteína integral de la saturada 465 
membrana 456 esfingolípido 450 
lectina 461 estatina 468 
proteína de membrana esterol 450 
anclada por lípido 456 insaturado 465 
gota lipídica 455 


Revisión de los conceptos 


1. Cuando se observa al microscopio electrónico, la bicapa lipídica 
con frecuencia se describe como una vía de ferrocarril. Explique de 
qué manera la estructura de la bicapa crea esta imagen. 

2. Explique la siguiente afirmación: la estructura de todas las bio- 
membranas depende de las propiedades químicas de los fosfolípi- 
dos, mientras que la función de cada biomembrana específica de- 
pende de las proteínas específicas asociadas con esta membrana. 

3. Las biomembranas contienen muchos tipos diferentes de molé- 
culas de lípido. ¿Cuáles son los tres tipos principales de moléculas 
lipídicas que se encuentran en las biomembranas? ¿De qué manera 
estos tres tipos son similares y en qué difieren? 

4. Las bicapas lipídicas se consideran fluidos bidimensionales. ¿Qué 
significa esto? ¿Qué impulsa el movimiento de las moléculas de lí- 
pidos y proteínas dentro de la bicapa? ¿Cómo puede medirse este 
movimiento? ¿Qué factores afectan el grado de fluidez de la mem- 
brana? 

5. ¿Por qué las sustancias hidrosolubles son incapaces de atravesar 
libremente la bicapa lipídica de la membrana celular? ¿De qué ma- 
nera la célula supera esta barrera de permeabilidad? 

6. Nombre los tres grupos en los cuales pueden clasificarse las pro- 
teínas asociadas a la membrana. Explique el mecanismo por el cual 
cada grupo se asocia con una biomembrana. 
7. Identifique las siguientes proteínas asociadas a la membrana, so- 
bre la base de su estructura: (a) tetrámeros de subunidades idénti- 
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cas, cada uno con seis hélices sl gue se expanden en la Membra 
(b) trímeros de subunidades idénticas, cada uno con 16 hojas B 
forman una estructura del tipo de un barril. NN 

8. Las proteínas pueden estar unidas a la cara exoplásmica O Citosg);. 
ca de la membrana plasmática por medio de lípidos unidos median. 
te enlaces covalentes. ¿Cuáles son los tres tipos de anclas lipídicas 
capaces de unir las proteínas a la bicapa de . paran Plasmática 
y qué tipo se utiliza para las proteinas de la superficie celular que 
enfrentan el medio externo y para los proteoglucanos glucosiladog? 
9. Aunque ambas caras de una biomembrana están COMPuestas pgy 
los mismos tipos generales de macromoléculas, principalmente lí 
pidos y proteínas, las dos caras de la bicapa no son idénticas, ¿Qué 
da cuenta de la asimetría entre ambas caras! 

10. ¿Qué son los detergentes? ¿En qué difieren los detergentes ¡óni. 
en cuanto a su capacidad de desintegrar la estruc. 


Na; 
Que 


cos y no iónicos, 
tura de la membrana celular? | 
11. ¿Cuál es la identidad probable de estas proteínas asociadas a la 


membrana: (a) liberadas de la membrana con una solución de alta 
salinidad que provoca el desarreglo de los enlaces iónicos; (b) no 
liberadas de la membrana, al ser expuestas a una solución de alta sa- 
linidad solamente, pero liberadas cuando se las incuba con una en- 
zima que escinde los enlaces fosfato-glicerol y los enlaces covalen- 
tes; (c) no liberadas de la membrana por exposición a una solución 
de elevada salinidad, pero liberadas después de añadir el detergente 
dodecil sulfato de sodio (SDS)? ¿La actividad de la proteína liberada 
en la parte (c) se preservará después de ser liberada? 

12. Después de la producción de extractos de membrana, con el uso 
del detergente no iónico tritón X-100, analizará los lisados de la 
membrana por medio de espectrometría de masas y notará un alto 
contenido de colesterol y esfingolípidos. Más aún, el análisis bio- 
químico de los lisados revelará potencial actividad de cinasa. ¿Qué 
habrá aislado probablemente? 

13. La biosíntesis de fosfolípidos en la interfase entre el retículo en- 
doplasmático (RE) y el citosol presenta un número de desafíos que 
deben ser resueltos por las células. Explique cómo será manejado 
cada uno de los siguientes. 

a. Los sustratos para la biosíntesis de fosfolípidos son todos hi- 
drosolubles, pero los productos finales no lo son. 

b. El sitio inmediato de incorporación de los fosfolípidos recién 
sintetizados es la lamela citosólica de la membrana del RE, pero los 
fosfolípidos deberán incorporarse a ambas lamelas. 

Cc. Muchos sistemas de membrana celular, por ejemplo la mem: 
brana plasmática, son incapaces de sintetizar sus propios fosfolípi- 
dos; deberán expandirse si la célula debe crecer y dividirse. 

14. ¿Cuáles son las cadenas de ácidos grasos comunes en los fos" 
foglicéridos, y por qué las cadenas de ácidos grasos difieren eN e 
número de átomos de carbono en múltiplos de dos? 

15. Los ácidos grasos deben asociarse con proteínas chaperonas de 
lípidos para poder moverse dentro de la célula. ¿Por qué se requit” 
ren estas proteínas chaperonas, y cuál es el nombre que se le a , 
grupo de proteínas causantes de este tránsito intracelular de ácidos 
grasos? ¿Cuál es la característica clave que distingue a estas pa 
nas que permiten a los ácidos grasos moverse dentro de la célula 
16. La biosíntesis de colesterol es un proceso altamente regulado 
¿Cuál es la enzima clave regulada en la biosíntesis de colesterol! E 
enzima está sujeta a inhibición por retroalimentación. ¿Qué € j 
inhibición por retroalimentación? ¿De qué manera esta enzima 0 
tecta los niveles de colesterol en una célula? 


y 


17. Los fosfolípidos y el colesterol deben ser transport 3 
su sitio de síntesis hacia varios sistemas de ea 0 ml pto 
células. Una manera de hacer esto es a través del trans AO e 
cular, como en el caso de muchas proteínas en la vía pub tee 
(Cap- 14). Sin embargo, la mayoría de los fosfolípidos y el an 
te membrana a membrana de colesterol en las células pan 
za mediante el transporte vesicular. ¿Cuál es la evidencia se reali- 
afirmación? ¿Cuáles parecen ser los mecanismos princi ee esta 
transporte de fosfolípidos y colesterol? id 
18. Explique el mecanismo por el cual las estatinas hacen d 

el colesterol “malo”. cen descender 


Análisis de los datos 


1. La conducta del receptor X (XR), una proteína transmembra- 
na presente en la membrana plasmática de las células de mamífero, 
está siendo investigada. La proteína ha sido diseñada por ingeniería 
genética como una proteína de fusión que contiene la proteína fluo- 
rescente verde (PFV) en su extremo N-terminal. La PFV-XR es una 
proteína funcional y puede reemplazar a XR en las células. 

a. Las células que expresan PFV-XR o las vesículas de lípidos ar- 
tificiales (liposomas) que contienen PFV-XR se someten a recupe- 
ración de la fluorescencia después del fotoaclaramiento (FRAP). La 
intensidad de la fluorescencia de una pequeña mancha en la super- 


ficie de las células (línea continua) o sobre la superficie de los lipo- 


somas (línea punteada) se mide antes del siguiente aclaramiento del 


láser (flecha). Los datos se muestran más abajo. 


Decoloración 


5000 


pr Superficie de los liposomas 


Superficie de las células 


Intensidad de la fluorescencia 


1000 


25 50 
Tiempo (s) 


¿Qué explicación podría dar cuenta de la conducta distinta de la 
PEV-XR en los liposomas versus la membrana plasmática de una 


célula? o 
b. Diminutas partículas de oro pueden ser unidas a molécu as in- 
su movimiento al microscopio 


divid ' osible seguir 
iguales; luego, SP las partículas individuales. Este 


óptico mediante el seguimiento Es ínas individual 
método permite observar la conducta de las proteínas IndiV: uales 


en la membrana. Abajo, se muestran las huellas generadas por partí- 
culas de oro unidas al XR presente en una célula (izquierda) o en un 


liposoma (medio) o a un XR adherido a un portaobjetos de micros- 


copio (derecha), durante un período de observación de 5 segundos. 


Lo) 


XR presente XR presente 
en un portaobjeto 


XR presente 
en una célula en un liposoma 


¿Qué información adicional proporcionan estos datos, más allá de la 


que pudo determinarse a partir de los datos del FRAP? 
c. La transferencia de energía por resonancia de la fluorescencia 
(FRET) es una técnica mediante la cual una molécula fluorescente, 
después de su excitación con la longitud de onda luminosa adecua- 
da, puede transferir su energía de emisión a una molécula fluores- 
cente diferente cercana y excitarla (véase la Fig. 15-18). La proteína 
fluorescente azul (CFP) y la proteína fluorescente amarilla (YFP) 
están relacionadas a la PEV, pero emiten fluorescencia a longitudes 
de onda azul y amarillo, y no en verde. Si la CFP se excita con la 
longitud de onda luminosa adecuada y una molécula YFP está muy 
cercana, entonces la energía puede ser transferida desde la emisión 
CFP y emplearse para excitar YFP, según se indica por la pérdida 
de la emisión de la fluorescencia azul y el incremento de la emisión 
de la fluorescencia amarilla. CFP-XR y YFP-XR se expresan juntas 
en una línea celular o se incorporan ambas a los liposomas. El nú- 
mero de moléculas de YFP-XR y CFP-XR por cm* de membrana es 
equivalente en las células y en los liposomas. Luego, las células y los 
liposomas se irradian con una longitud de onda luminosa que hace 
que la CEP, pero no la YFP, emita fluorescencia. La cantidad de fluo- 
rescencia azul (CFP) y amarilla (YFP) emitida por las células (línea 
continua) o los liposomas (línea punteada) se registra luego, como 


se muestra más abajo. 


.* Luz azul 


Luz amarilla 


10 


so... 


Intensidad de la fluorescencia 


475 500 525 
Longitud de onda (nm) de la luz fluorescente emitida 


¿Qué puede deducirse acerca de la XR de estos datos? 

2. Después de llevar a cabo un barrido calorimétrico diferencial (un 
procedimiento empleado para determinar la transición de temperatura 
de una membrana en particular, mediante el registro de la cantidad 
de calor absorbido antes de la transición de fase [del estado sólido al 
fluido]) en las membranas de tres organismos diferentes, usted obtiene 


los siguientes resultados: 
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Sólido | Fluido 


Absorción de calor —> 


0 25 50 75 100 125 150 
*C 
¿Cuál de las siguientes afirmaciones será probablemente verdadera 
acerca de la composición de lípidos de la membrana C? 
¡. Tiene elevados niveles de hidrocarbonos saturados y largas colas 


hidrocarbonadas, en comparación con A y B. 
ii. Tiene altos niveles de hidrocarbonos saturados y cortas colas hi- 


drocarbonadas, en comparación con A y B. 
iii. Tiene altos niveles de hidrocarbonos insaturados y largas colas 


hidrocarbonadas, en comparación con A y B. 
iv. Tiene altos niveles de hidrocarbonos insaturados y cortas colas 


hidrocarbonadas, en comparación con A y B. 
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Na > Ñ yes » 
Vista desde el interior de la proteína acuaporina bacteriana, que transporta 
agua y glicerol hacia el interior y el exterior de la célula, embebida en una 
membrana de fosfolípidos. Los cuatro monómeros idénticos están coloreados 
individualmente; cada uno tiene un canal central. (Tomado de M. O, Jensen y cols. 2002, 
Proc. Nat ll Acad Sci USA 99:6731-6736). 


n todas las células, la membrana plasmática forma la barrera de 

permeabilidad que separa el citoplasma del ambiente exterior, lo 

que define los límites físicos y químicos de la célula. Al evitar el 
movimiento sin obstáculos de los iones y moléculas hacia el interior 
y desde el exterior de las células, la membrana plasmática mantiene 
diferencias esenciales en la composición del líquido extracelular y del 
citosol; por ejemplo, la concentración de NaCl en la sangre y los líqui- 
dos extracelulares de los animales, por lo general, supera los 150 mM, 
similar a la del agua del mar en la cual —se cree todas las células han 
evolucionado, mientras que la concentración de Na* en el citosol es 
diez veces más baja. Por el contrario, la concentración del ion potasio 
(K*) es más alta en el citosol que en el exterior. 

Las membranas de los orgánulos, que separan el citosol del inte- 
rior de éstos, también forman barreras de permeabilidad. Por ejem- 
plo, la concentración protónica dentro de los lisosomas, pH 5, es 
aproximadamente 100 veces superior a la del citosol, y se acumulan 
muchos metabolitos específicos a concentraciones más elevadas en 
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el interior de otros orgánulos, como el retículo endoplasmático o el 
complejo de Golgi, que en el citosol. 

Todas las membranas celulares, tanto las plasmáticas como las de 
los orgánulos, consisten en una bicapa de fosfolípidos en la cual están 
embebidos otros lípidos y tipos específicos de proteínas. Es esta combi- 
nación de lípidos y proteínas la que les confiere a las membranas celu- 
lares sus cualidades características de permeabilidad. Si las membranas 
celulares fueran bicapas de fosfolípidos puras (véase la Fig. 10-4), se- 
rían excelentes barreras químicas, impermeables a casi todos los iones, 
aminoácidos, azúcares y otras moléculas hidrosolubles. De hecho, solo 
algunos gases y moléculas hidrosolubles pequeñas, no cargadas, pue- 
den difundir fácilmente a través de una bicapa de fosfolípidos puros 
(Fig. 11-1). Sin embargo, las membranas celulares no solo deben actuar 
como barreras sino también como conductos, transportando de modo 
selectivo moléculas e iones de un lado de la membrana al otro. La glu- 
cosa rica en energía, por ejemplo, debe ser importada a la célula, y los 
deshechos deben ser eliminados. 
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perrea Aminoácidos, ATP, 
cargadas glucosa 6-fosfato, 


proteínas, ácidos nucleicos 


Figura 11-1 Permeabilidad relativa de una bicapa fosfolipídica pura a 

varios ¡ones y moléculas. Una bicapa es permeable a muchos gases y a mo- 
léculas pequeñas, sin carga, hidrosolubles (polares). Es ligeramente permeable 
al agua y esencialmente impermeable a los iones y moléculas polares grandes. 


El movimiento de casi todos los iones y moléculas pequeñas a tra- 
vés de las membranas celulares está mediado por proteínas de trans- 
porte de membrana (proteínas integrales de la membrana embebidas 
en múltiples dominios transmembrana en las membranas celulares). 
Estas proteínas que se insertan en la membrana actúan de diversas 
maneras, como transportadores, canales o bombas para transportar 
moléculas o ¡ones a través del interior hidrofóbico de la membra- 
na. En ciertas ocasiones, los iones o moléculas son transportados de 
una concentración más alta a una más baja, en un proceso favorecido 
termodinámicamente, impulsado por un incremento de la entropía. 
Ejemplos de ello son el transporte de agua o glucosa, desde la sangre 
hasta la mayoría de las células del organismo. En otros casos, las mo- 
léculas o los iones deben ser bombeados de una concentración más 
baja a una más alta, un proceso desfavorable termodinámicamente 
que solo puede producirse cuando hay una fuente de energía exter- 
na disponible para empujar las moléculas “cuesta arriba” contra un 
gradiente de concentración. Un ejemplo es la capacidad de la célula 
para concentrar protones en el interior de los lisosomas con el fin de 
generar un pH bajo en la luz. Con frecuencia, la energía necesaria 
es proporcionada mecánicamente acoplando la hidrólisis liberadora 
de energía del enlace fosfoanhidrido terminal del ATP con el movi- 
miento de una molécula o de un ¡ion a través de la membrana. Otras 
proteínas acoplan el movimiento de una molécula o de un ion contra 
su gradiente de concentración con el movimiento de otro a favor de 
su gradiente, empleando la energía liberada por el movimiento cuesta 
abajo de una molécula o de un ion, con el impulso termodinámico 
del movimiento cuesta arriba de otro. El adecuado funcionamiento 
de cualquier célula radica en el preciso equilibrio entre esta importa- 
ción y exportación de varios iones y moléculas. 
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Comenzamos nuestro análisis de las proteínas de trANSPOre 
membrana revisando algunos de los principios generales de Uanspor 
través de la membrana y distinguiendo entre tres clases Principales e, 
tas proteínas. En las secciones siguientes, describimos la estructura y 
ejemplos específicos de cada clase; asimismo, mostramos de qué E 
los miembros de las familias de proteínas homólogas de transporte tien k 
propiedades diferentes que les permiten a eIversas tipos celulares $ 
adecuadamente. Explicamos también de qué modo tanto la MeMbran, 
plasmática como las de los orgánulos contienen combinaciones eSpecíf. 
cas de proteínas de transporte que les permiten a las células llevar a Cabo 
procesos fisiológicos esenciales, que incluyen el mantenimiento dq pH 
citosólico, la acumulación de sacarosa y sales en las vacuolas de las célula, 
vegetales y el flujo direccional de agua, tanto en los vegetales como ey los 
animales. El potencial de la membrana en reposo es una consecuenc;, 
importante del transporte iónico selectivo a través de las membranas, he 
analizamos el modo en el que surge este potencial. Las células epiteliales 
como las que tapizan el intestino delgado, emplean una combinación de 
proteínas de membrana para transportar ¡Ones, azúcares, Otras pequeñas 
moléculas y agua desde un lado de la célula hacia el otro. Veremos cómo 
la comprensión de estos procesos condujo al desarrollo de las bebidas 
deportivas, así como a los nuevos tratamientos para el cólera. 

Nótese que en este capítulo abarcamos solo el transporte de peque- 
ñas moléculas e iones; el transporte de moléculas de mayor tamaño, 
como proteínas y oligosacáridos, se trata en los Capítulos 13 y 14, 


der, 


11.1 Generalidades del transporte 
transmembrana 


En esta sección, describimos, en primer término, los factores que ejercen 
influencia en la permeabilidad de las membranas lipídicas; luego, descri- 
bimos brevemente las tres clases principales de proteínas de transporte 
de membrana que permiten que las moléculas y los iones las atraviesen. 
Los diferentes tipos de proteínas embebidas en la membrana llevan a 
cabo la tarea de movilizar iones y moléculas en diferentes formas. 


Sólo los gases y las pequeñas moléculas sin carga 
atraviesan las membranas por difusión simple 


Con su núcleo hidrofóbico denso, una bicapa de fosfolípidos es T 
gran medida— impermeable a los iones y las moléculas hidrosolubles 
Solo los gases, como el O, y el CO,, y las pequeñas moléculas polares 
sin carga, como la urea y el etanol, pueden moverse con facilidad po! 
difusión simple a través de una membrana artificial compuesta Po! 
fosfolípidos puros o fosfolípidos y colesterol (véase la Fig. 11-1)- Las 
moléculas de este tipo también pueden difundir a través de las mer” 
branas celulares sin la ayuda de las proteínas de transporte. No se 16 
quiere gasto de energía metabólica porque el movimiento es desde una 
región de alta concentración de la molécula a una de baja concentri” 
ción, a favor de su gradiente de concentración química. Como se ' 
en el Capítulo 2, estos movimientos son espontáneos porque tienen ña 
valor AS positivo (incremento de la entropía) y, por lo tanto, un való 
AG negativo (disminución de la energía libre). 

La tasa de difusión relativa de cualquier sustancia, a través de 
bicapa de fosfolípidos puros, es proporcional a su gradiente de id 
centración a través de la bicapa, a su hidrofobicidad y tamaño; eli 


ina 


vimiento de moléculas cargadas también se ve afectado por cualquier 
potencial eléctrico a través de la membrana. Cuando una bicapa de 
fosfolípidos pura separa dos espacios acuosos, o “compartimientos” 
la permeabilidad de la membrana puede determinarse fácilmente as 
diendo una pequeña cantidad de material radiactivo a un comparti- 
miento y midiendo su velocidad de aparición en el otro. Cuanto mayor 
sea el gradiente de concentración de la sustancia, más rápida será su 
velocidad de movimiento a través de la bicapa. 

La hidrofobicidad de una sustancia se determina midiendo el coefi- 
ciente de partición K, la constante de equilibrio para su partición entre 
el agua y el aceite. Cuanto mayor sea el coeficiente de partición de una 
sustancia (la mayor fracción encontrada en el aceite en relación con el 
agua), mayor será la solubilidad en lípidos y, por lo tanto, más rápida su 
velocidad de movimiento a través de la bicapa. El primer paso, y el que 
resulta limitante de la velocidad en el transporte por difusión simple, 
es el movimiento de una molécula desde la solución acuosa hacia el 
interior hidrofóbico de la bicapa fosfolipídica, que se parece al aceite de 
oliva en sus propiedades químicas. Esta es la razón por la cual cuanto 
más hidrofóbica es una molécula, más rápido difunde a través de una 
bicapa fosfolipídica pura. Por ejemplo, la dietilurea, con un grupo etilo 
unido a cada átomo de nitrógeno: 


ll 
CH¿—CH,—NH—C—NH—CH,—CH, 


tiene una K de 0,01, mientras que la urea 
1 
NH,—C—NH) 


tiene una K de 0,0002. La dietilurea, que es 50 veces (0,01/0,0002) más 
hidrofóbica que la urea, difundirá a través de membranas que son bica- 
pas de fosfolípidos aproximadamente 50 veces más rápido que la urea. 
De modo similar, los ácidos grasos con cadenas hidrocarbonadas más 


largas son más hidrofóbicos que los que tienen cadenas más cortas y a 


todas las concentraciones difundirán con más rapidez, a través de una 


bicapa fosfolipídica pura. 


Bombas impulsadas por ATP Canales iónicos 
(100-103 jones/s) (107-108 jones/s) 
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neral de las proteínas de transport d 
membrana. Los gradientes están indicados por triángulos Ela ile 
dirigen hacia la zona de menor concentración, menor ea A ea 
ambos. M Las bombas emplean la energía liberada por la hidró isis de ls 
impulsar el transporte de los ¡ones y moléculas (circulos rojos) en contra 

ales permiten el movimiento de ¡ones 


adi imi Y Los can 
su gradiente electroquímico. Bio el movi ' 
específicos (o agua) a favor de su gradiente electroquímico. Los transpor 


tadores que se encuentran dentro de los tres grupos facilitan el movimiento 


Figura 11-2 Panorama ge 


Si una sustancia lleva una carga neta, su movimiento a través de la 
membrana se verá afectado tanto por su gradiente de concentración 
como por el potencial de membrana, el potencial eléctrico (voltaje) 
a través de la membrana. La combinación de estas dos fuerzas, deno- 
minada gradiente electroquímico, determina la dirección energética- 
mente favorable del movimiento de una molécula cargada a través de 
una membrana. El potencial eléctrico que existe a través de la mayoría 
de las membranas celulares es el resultado de un pequeño desequilibrio 
en la concentración de iones con carga positiva y negativa, a ambos 
lados de la membrana. En las Secciones 11.4 y 11.5, analizaremos el 
modo en el que surgen y se mantienen este desequilibrio iónico y el 


potencial resultante. 


Tres clases principales de proteínas de membrana 
transportan los ¡ones y las moléculas a través de las 


biomembranas 


Como resulta evidente en la Figura 11-1, muy pocas moléculas y nin- 
gún ion pueden atravesar una bicapa fosfolipídica pura, a velocidades 
apreciables, por difusión simple. Así, el transporte de la mayoría de 
las moléculas hacia el interior y el exterior de las células requiere la 
asistencia de proteínas de membrana especializadas. Aun en el caso de 
moléculas con coeficientes de partición relativamente grandes (p. ej., 
urea, ácidos grasos) y ciertos gases, como el CO, (dióxido de carbo- 
no) y el NH, (amoníaco), el transporte, con frecuencia, es acelerado 
por proteínas específicas porque, a menudo, la difusión simple no se 
produce con la rapidez suficiente como para satisfacer las necesidades 
celulares. 

Todas las proteínas de transporte son proteínas transmembrana 
que contienen múltiples segmentos que se expanden en la membrana; 
éstos son, por lo general, hélices Qt. Se cree que, al formar vías tapiza- 
das por proteínas a través de la membrana, las proteínas de transporte 
permiten el movimiento de sustancias hidrofílicas sin que éstas entren 
en contacto con el interior hidrofóbico de la membrana. Aquí presen- 
tamos los tres tipos principales de proteínas de transporte de la mem- 
brana tratados en este capítulo (Fig. 11-2). 


Transportadores 
(102-10* moléculas/s) 


A 1 


Uniportador Simportador Antiportador 
[B| 


de pequeñas moléculas específicas o iones. Los uniportadores transportan 

un solo tipo de molécula a favor de su gradiente de concentración. EA Las 
proteínas cotransportadoras (simportadores, EE, y antiportadores, ES) catalizan 
el movimiento de una molécula en contra de su gradiente de concentración 
(círculos negros), impulsada por el movimiento de uno o más iones a favor de 
un gradiente electroquímico (círculos rojos). Las diferencias en los mecanismos 
de transporte para estas tres clases principales de proteinas dan cuenta de sus 
diferentes velocidades de movimiento del soluto. 
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11.1 Generalidades del transporte transmembrana 


Las bombas impulsadas por ATP (0 simplemente a 
ATPasas que emplean la energía de la hidrólisis del ATP para M pd 
zar iones o moléculas pequeñas a través de una membrana en co cda 
de un gradiente de concentración química, UN potencial o. 
ambos. Este proceso, conocido como transporte activo, €5 un £) 
plo de reacción química acoplada (Cap. 2). En este caso, el transporte 
de iones o moléculas pequeñas “cuesta arriba”, en contra de un gra- 
diente electroquímico, que requiere energía, está acoplado a na hidró- 
lisis de ATP, que libera energía. La reacción total -la hidrólisis de ATP 


ba” de iones o moléculas pequeñas- es 


y el movimiento “cuesta arri 


energéticamente favorable. 
Los canales transportan agua, iones específicos O moléculas hidro- 


membranas a favor de sus gradientes 


de concentración o de potencial eléctrico. Como este proceso requie- 
re proteínas de transporte pero no energía, en ciertas ocasiones se lo 
conoce como “transporte pasivo” o “difusión facilitada”, aunque se lo 
designa más adecuadamente como transporte facilitado. Los canales 
forman un “tubo” hidrofílico o pasaje a través de la membrana, por mé- 


fílicas pequeñas a través de las 


2 Na: 
Exterior ESE ++ 
Membrana 
plasmática 
Citosol E e 
ADP+P; 
Canal Simportador 
K+ Na*lisina 
¡ í te de la membrana 
i - sItiples proteínas de transpor 
Figura 11-3 Las múltiples p do praia 


unto en la membrana a ¡ 
dientes están indicados por triángulos cuyo vértice se- 


ja. La ATPasa Na+/K+ de la membrana plasmática 
ATP para bombear Na* hacia el 


operan en conj 
metazoarios. LOs 9la 
ñala la concentración mas ba 


utiliza la energía liberada por la hidrólisis del e h 
exterior de la célula y K* hacia el interior; esto crea un gradiente de concentra- 


¡ S ue dentro de és 
ción de Na* que es mayor eN el exterior de la célula q ta, y uno 


dio del cual se mueven simultáneamente múltiples iones O moléculas 
de agua, en fila india, a una alta velocidad. Algunos canales permanecen 
abiertos la mayor parte del tiempo; éstos se conocen como canales sin 
compuerta. La mayoría de los canales iónicos, sin embargo, se abren 
solo en respuesta a señales químicas O eléctricas específicas. Estos se 
conocen como canales con compuerta porque una “compuerta” protei- 
ca, alternativamente, bloquea el canal o libera el camino para abrirlo 
(véase la Fig. 11-2). Los canales, como todas las proteínas de transporte, 
son muy selectivos para el tipo de molécula que transportan. 

Los transportadores (denominados también acarreadores) movi- 
lizan una gran variedad de ¡ones y moléculas a través de las membranas 
celulares, pero a una velocidad mucho más lenta que los canales. Se han 
identificado tres tipos de transportadores. Los uniportadores transpor- 
tan un solo tipo de molécula a favor de su gradiente de concentración, 
La glucosa y los aminoácidos atraviesan la membrana plasmática, en 
la mayoría de las células de mamífero, con la ayuda de uniportadores. 
Colectivamente, los canales y los uniportadores, a veces, son llamados 
transportadores facilitados, lo que indica el movimiento a favor de un 

gradiente de concentración O electroquímico. 

Por el contrario, los antiportadores y los simportadores acoplan el 
movimiento de un tipo de ion o molécula en contra de su gradiente 
de concentración, con el movimiento de uno o más ¡ones diferentes a 
favor de su gradiente de concentración en la misma (simportador) o 
diferente (antiportador) dirección. Estas proteínas, con frecuencia, se 
denominan cotransportadores, en referencia a su capacidad para trans- 
portar dos solutos o más simultáneamente. 

Al igual que las bombas de ATP, los cotransportadores median 
reacciones acopladas en las cuales una reacción energéticamente des- 
favorable (el movimiento cuesta arriba de un tipo de ion o molécula) 
está acoplado a una reacción energéticamente favorable (el movimien- 
po 
de estas dos clases de proteínas difi mie eN > dd 

Ñ O ere. Las bombas de ATP emplean 

energía de la hidrólisis del ATP, mientras que los cotr d 
utilizan la energía almacenada en un exidient AnEpOra ores 
db 3 e electroquímico. Este 
último proceso, en ciertas ocasiones, se conoce c 
dao omo transporte activo 
Los cambios de conformación son esenciales para la funció 
todas las proteínas de transporte. Las bombas im P . = nción de 
los transportadores sufren un ciclo de cambios e sadas paras y 
conformación que 


de K*+ que es mayor dentro de la célula que en el exterior. El movimiento de los 
jones K+ cargados positivamente fuera de la célula, a id de proteínas canal 
de K* de la membrana, Crea UN potencial eléctrico a través de la membrana 
plasmática —la Cara citosólica es negativa con respecto a la cara extracelular-. 


Un transportador Na*/lisina, UN cotransportador típico sodio/aminoácido, 
moviliza dos iones Na* junto con Una lisina desde el medio extracelular 
o” cuesta arriba” del aminoácido es 


hacia el interior de la célula. El movimient 
impulsado por el movimiento "cuesta abajo" de los iones Na*, promovidos 
ambos por el gradiente de concentración exterior mayor que el interior de Na* 


y por el potencial negativo en el interior de la membrana celular, que atrae los 
jones Na+ cargados positivamente. La fuente última de energía para impulsar 
la importación de aminoácidos proviene del ATP hidrolizado por la ATPasa Na*/ 
K+, ya que esta bomba genera tanto el gradiente de concentración del ion Na* 
como, a través de los canales K*, el potencial de membrana que, en conjunto, 


impulsa el influjo de iones Na*. 


expone un sitio de unión (o sitios de unión) a un lado de la membrana 
en una conformación y al otro lado, en una segunda conformación. 
Puesto que cada ciclo de este tipo da como resultado el movimiento 
de solo una molécula (o unas pocas) de sustrato, estas proteínas están 
caracterizadas por velocidades relativamente bajas de transporte, entre 
10% y 10* iones o moléculas por segundo (véase la Fig. 11-2). La mayo- 
ría de los canales iónicos fluctúan entre un estado cerrado y un estado 
abierto, pero muchos iones pueden pasar a través de un canal abierto 
sin ningún cambio de conformación posterior. Por esta razón, los Ca- 
nales se caracterizan por velocidades muy rápidas de transporte, hasta 
10% jones por segundo. 

Con frecuencia, varios tipos distintos de proteínas de transporte 
trabajan de modo concertado para lograr una función fisiológica. UN 
ejemplo de ello se observa en la Figura 11-3, en la que una ATPas 
bombea Na* hacia el exterior de la célula e iones K* hacia adentro, ent 
bomba, que se encuentra en casi todas las células de los metazoario5 
establece gradientes de concentración en direcciones opuestas de ¡ones 
Na* y K* a través de la membrana plasmática (concentraciones relativa” 
mente elevadas de K* dentro de las células y Na* fuera de éstas), que 
emplean para impulsar la importación de los aminoácidos. El genome 
humano codifica cientos de tipos distintos de proteínas de transpor!" 
que utilizan la energía almacenada a través de la membrana plasmátic 
en el gradiente de concentración de Na* y su potencial eléctrico asoció” 
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CAPÍTULO 11 * Transporte de ¡ones y moléculas pequeñas a través de la membrana 


el 


Cuadro 11-1 


Mecanismo de trans ¡ S 
porte de iones y moléculas pequeñas a través de las membranas celulares 


ie AS Transporte facilitado Transporte activo Cotransporte* 
Requiere proteína ] 

+ + 
específica + 
Soluto transportado en ; z 
contra de su gradiente E as 
Acoplado a la hidrólisis " ] 
del ATP + 
Impulsado por el movi- E E + 


miento de un ¡on cotrans- 
portado a favor de su 
gradiente 


A AAA E O A A CNN ACA 


Ejemplos de moléculas 
transportadas 


O,, CO,, hormonas 
esteroides, numerosos 
fármacos 


*Denominado también transporte activo secundario. 


do para transportar una amplia variedad de moléculas hacia el interior 
de las células en contra de sus gradientes de concentración. 

El Cuadro 11-1 resume los cuatro mecanismos mediante los cuales 
los iones y las moléculas pequeñas son transportados a través de las 
membranas celulares. En la siguiente sección, consideraremos algunas 
de las proteínas de transporte de membrana más simples, las causantes 
del transporte de glucosa y agua. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 11.1 


Generalidades del transporte transmembrana 


- Las membranas celulares regulan el tránsito de moléculas y de ¡ones 
hacia el interior y el exterior de las células y sus orgánulos. La velocidad 


de la difusión simple de una sustancia a través de una membrana es 


proporcional a su gradiente de concentración y su hidrofobicidad. 


(p. ej.. O, y CO.) y las moléculas hidro- 
la mayoría de las moléculas no pueden 
sfolipídica pura a velocidades sufi- 


- Con excepción de los gases 
solubles pequeñas, sin Carga, 
difundir a través de una bicapa fo 
cientes como para satisfacer las necesidades celulares. 


a membrana proporcionan un paso 


- Las proteínas de transporte de | 
ñ d y los iones se desplacen a través del 


hidrofílico para que las moléculas 
interior hidrofóbico de una membrana. 

» Tres clases de proteínas transmembrana median el AaOpole rl 
nes, azúcares, aminoácidos y Otros metabolitos a través de las nr ra- 
nas celulares: bombas impulsadas por ATP, canales y transportadores 


(véase la Fig. 11-2). 


- Las bombas impulsadas por ATP acoplan el movimiento de un sustra- 
to en contra de su gradiente de concentración a la hidrólisis de ATP, un 


proceso conocido como transporte activo. 


Glucosa y aminoácidos 
(uniportadores); iones 
y agua (canales) 


Glucosa y aminoácidos (sim- 
portadores); varios iones y 
sacarosa (antiportadores) 


lones, pequeñas moléculas 
hidrofílicas, lípidos (bom- 
bas impulsadas por ATP) 


* Los canales forman un “tubo” hidrofílico a través del cual se movilizan 
los iones o el agua a favor de un gradiente de concentración, un proceso 
conocido como transporte facilitado o difusión facilitada. 


* Los transportadores se encuentran dentro de tres grupos: los uni- 
portadores transportan una molécula a favor de su gradiente de con- 
centración (transporte facilitado), los simportadores y antiportadores 
acoplan el movimiento de un sustrato en contra de su gradiente de 
concentración al movimiento de un segundo sustrato a favor de su gra- 
diente de concentración, un proceso conocido como transporte activo 
secundario o cotransporte (véase el Cuadro 11-1). 


* Los cambios de conformación son esenciales para la función de todas 
las proteínas de transporte de membrana; la velocidad del transporte 
depende del número de sustratos que pueden pasar a través de una 
proteína a la vez. 


11.2 Transporte facilitado de glucosa y agua 


La mayoría de las células animales emplean glucosa como sustrato para 
la producción de ATP; habitualmente, utilizan un uniportador de glu- 
cosa para captarla desde la sangre u otro líquido extracelular. Muchas 
células emplean proteínas de transporte de membrana del tipo de los ca- 
nales, denominadas acuaporinas, para incrementar la velocidad del mo- 
vimiento de agua a través de sus membranas de superficie. Aquí, analiza- 
mos la estructura y función de éstos y otros transportadores facilitados. 


El transporte con uniportador es más rápido 
y más específico que la difusión simple 


El transporte mediado por proteína de un solo tipo de molécula, como 
la glucosa u otras moléculas hidrofílicas pequeñas, a favor de un gra- 
diente de concentración a través de una membrana celular es conocido 
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11.2 Transporte facilitado de glucosa y agua 


> ej ye 3 ñ Ñ > la di- 
1 rie Tr I ris l S isti 1pol te de | 

| El ÍS as distinguen el un 

1 'h las Ca acte isticas 

como ul 1pc . Va a 

fusión simple: 


oe q 
vimiento del sustrato P ) 
Ñ de una bicapa fosfo 


1. La velocidad de m ! 
ión simple a través 


mucho más alta que por difus 
lipídica pura. 


a transportada nunca ingresa en el núcleo hi- 


sto que la molécul vs 
aa su coeficiente de partición K es 


drofóbico de la bicapa fosfolipídica, 


irrelevante. 


3. El transporte se produce a través de un número limitado de molé- 

culas uniportadoras. En consecuencia, hay una velocidad de transporte 

V..,. que depende del número de uniportadores en la mem- 
IX 


se alcanza cuando el gradiente de concentración a través 
A £ 
dor está operando a su 


máxima 


brana. La Vis ! 
de la membrana es muy grande y cada uniporta 


velocidad máxima. 


4, El transporte es reversible, y la dirección de éste cambiará si la direc- 


ción del gradiente de concentración lo hace. 


5. El transporte es específico. Cada uniportador transporta solamente 
un tipo de molécula o un grupo único de moléculas muy relacionadas. 
Una medida de la afinidad de un transportador por su sustrato es la 
K;,, que es la concentración de sustrato a la cual el transporte es semi- 


máxima. 


Estas propiedades también se aplican al transporte mediado por las 
otras clases de proteínas que se muestran en la Figura 11-2, 

Uno de los uniportadores mejor conocidos es el transportador de 
glucosa denominado GLUTI, que se encuentra en la membrana plas- 
mática de la mayoría de las células de mamífero. El GLUT1 es especial- 
mente abundante en la membrana plasmática de los eritrocitos. Como 
estas células tienen una membrana simple y carecen de núcleo u otros 
orgánulos internos (véase la Fig. 10-7a), las propiedades de la GLUT1 
y de muchas otras proteínas transportadoras de los eritrocitos madu- 
ros se han estudiado ampliamente. La estructura simplificada de estas 
células hace que el aislamiento y la purificación de una proteína de 
transporte sea un procedimiento relativamente sencillo. 

La Figura 11-4 muestra que la captación de glucosa por los eri- 
trocitos y los hepatocitos exhibe una cinética similar a la de una reac- 
ción simple, catalizada por enzima que implique un único sustrato. La 
cinética de las reacciones de transporte mediadas por otros tipos de 
proteínas es más compleja que las de los uniportadores. Sin embargo, 
todas las reacciones de transporte asistidas (facilitadas) por proteínas 
o tr peda a 

y exhiben una velocidad máxima il 


La baja K,, del uniportador GLUT1 permite que se 
transporte la glucosa hacia el interior de la mayoría 
de las células de mamífero 


Al igual que otros uniportadores, la GLUTI alterna entre do 
conformacionales: en uno de ellos, un sitio de unión a la gl ca 
frenta el exterior de la célula; en el otro, un sitio de unión nn e 
enfrenta el citosol. Puesto que la concentración de oa pa 
itual- 


ment 3 : 
e es más alta en el medio extracelular (sangre, en el caso de | 
OS 
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Velocidad inicial de captación de glucosa, V, como 
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GLUT1 (eritrocitos) 


250 |/--- GLUT2 (células hepáticas) 
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Concentración externa de glucosa (mM) 


porcentaje de la velocidad máxima Werián 


O TPZ 3 


Km 

L 11-4 La captación celular de glucosa mediada 
tra una cinética enzimática simple. La velo. 
osa, v (medida en micromoles por mililitro de 
ndos se representa como un porcentaje 


FIGURA EXPERIMENTA 
por las proteínas GLUT mues 
cidad inicial de captación de gluc 


S imeros segu 
células por hora), en los pri cc 
de la velocidad máxima Vmax en contra de una concentración creciente de 


glucosa en el medio extracelular. En este experimento, la pee lelend inicial 
de glucosa en las células siempre es 0. Tanto la GLUTI, expresa a por los eritro- 
citos, como la GLUT2, expresada por las células hepáticas, catalizan la captación 
de la glucosa (curvas color borgoña y canela). Al igual que las reacciones cata- 
lizadas por las enzimas, la captación de glucosa facilitada por la GLUT exhibe 
una velocidad máxima (Vp»3,). La Ki es la concentración a la cual la velocidad 
de captación de glucosa es semimáxima. La GLUT2, con una K;, de aproxima- 
damente 20 mM (que no se muestra) tiene una afinidad mucho menor por la 
glucosa que la GLUT1, con una K; de aproximadamente 1,5 mM. 


eritrocitos) que en la célula, el uniportador GLUTI, en general, cata- 
liza la importación neta de glucosa desde el medio extracelular hacia 
el interior de la célula. La Figura 11-5 muestra la secuencia de eventos 
que ocurren durante el transporte unidireccional de glucosa desde el 
exterior celular hacia el interior del citosol. La GLUT1 también pue- 
de catalizar la exportación de glucosa del citosol al medio extracelular, 
cuando la concentración de glucosa es más alta dentro de la célula que 
fuera de ésta. 

La cinética del transporte unidireccional de glucosa desde el ex- 
O 
Una reacción química sim E t l ad: ea a e a 
A o cla ' > a a ES enzimas. Era simplificar, 
en el exterior de la célula: pa al 2. se mee aL a 
inicial de las células en A a a ed conto 
usas dps ea 10 que carezca de glucosa, de modo tal 

N vacíos. En este caso, podemos escribir 


S. + GLUT] = > 
c+ GLUTI => $, - GLUTI== $, + GLUTI 


ME Ed e GLUTI en la conformación que mira 
describe la vía orl E ha ds ecuación es similar a la que 
zima, en la E ” ma Una reacción simple es catalizada por una en” 
(zen na la se une a un sustrato único y luego lo trans- 
ora: écula diferente, Aquí, sin embargo, no hay una m0” 
lic química en el azúcar unido al GLUT1; en lugar de ello, está 

acción de transporte es similar a la de la reacción sim” 


Transporte de ¡ , 
Ones y moléculas p - 
equeñas a travé 
s de la membr. 
ana 


GLUT1 8 Glucosa 


Exterior 


Conformación 


Citosol ; . 
que mira al exterior 


Figura 11-5 Modelo del transporte uniporte por la GLUT1. En una 
conformación, el sitio de unión a la glucosa enfrenta el exterior; en la otra, el 
sitio de unión enfrenta el interior. La unión de la glucosa al sitio que enfrenta el 
exterior (paso HI) desencadena un cambio de conformación en el transportador 
de modo tal que el sitio de unión enfrenta ahora el interior del citosol (paso EJ) 
Después, la glucosa es liberada hacia el interior de la célula (paso EJ. Finalmen- 


ple catalizada por enzima, y podemos utilizar la misma derivación que 
la de la ecuación de Michaelis-Menten —en el Capítulo 3— para derivar 
la siguiente expresión para v,, la velocidad inicial de transporte para S 
hacia el interior de la célula, catalizada por GLUT1: 


Ep K (11-1) 


donde C es la concentración de S.,a (inicialmente, la concentración 
de Si, = 0). Vs» la velocidad de transporte cuando todas las moléculas 
de GLUTI1 contienen una S unida; esto se produce a una concentración 
infinitamente alta de S4,,. Cuanto más bajo es el valor de K,,, más estrecha- 
mente se une el sustrato al transportador. La Ecuación 11-1 describe la cur- 
va para la captación de glucosa por parte de los eritrocitos, que se muestra 
en la Figura 11-4, así como las curvas similares para otros uniportadores. 
Para la GLUTI1 de la membrana de los eritrocitos humanos, la Ko 
para el transporte de glucosa es 1,5 mM. Así, cuando la concentración 
de glucosa extracelular es 1,5 mM, aproximadamente la mitad de los 
transportadores GLUTI con sitios de unión que enfrentan el exterior 
tendrán una glucosa unida y el transporte se producirá al 50 por ciento 
de la velocidad máxima. Como la glucosa sanguínea normalmente es 
5mM, el transportador de glucosa de los eritrocitos habitualmente está 
funcionando al 77 por ciento de su velocidad máxima, como puede ob- 
servarse en la Ecuación 11-1. El transportador GLUTI (o el transporta- 
dor de glucosa muy semejante, GLUT3) se expresa en todas las células 
del organismo que necesitan captar glucosa de la sangre, de manera 
continua, a altas velocidades; la velocidad de captación de glucosa por 
parte de estas células permanecerá elevada, independientemente de los 
pequeños cambios que se produzcan en la concentración de la glucosa 
sanguínea, ya que la concentración sanguínea permanece mucho más 
alta que la K;,, y la concentración intracelular de glucosa se mantiene 


baja debido al metabolismo. o 
Además de la glucosa, los azúcares isoméricos D-manosa y D-ga- 
lactosa, que difieren en Su configuración de la D-glucosa en solo un 


átomo de carbono, son transportados por la GLUT1 a velocidades me- 
dibles. Sin embargo, la K, Para la glucosa (1,5 mM) es mucho más 
baja que para la D-manosa (20 mM) o la D-galactosa (30 mM). De 
este modo, la GLUT1 es bastante específica, con una afinidad mucho 
más elevada (indicada por una K;, más baja) para el sustrato normal 


D-glucosa que para otros sustratos. 


o yl 
' LA 


Conformación 
que mira al interior 


Conformación 
que mira al exterior 


ym 


te, el transportador sufre el cambio de conformación inverso, y se regenera el 


sitio de unión que enfrenta el exterior (paso EJ. Si la concentración de glucosa 
es más elevada en el interior de la célula que en el exterior, el ciclo operará en 
sentido inverso (paso BJ — paso IB), lo que dará como resultado el movimiento 
neto de glucosa hacia el exterior de la célula. Los cambios de conformación 
reales probablemente sean más pequeños que los que se ilustran aquí. 


La GLUT1 da cuenta del 2 por ciento de la proteína en la mem- 
brana plasmática de los eritrocitos. Después de que la glucosa se ha 
transportado hacia el interior del eritrocito, se fosforila rápidamente 
y forma glucosa 6-fosfato, que no puede salir de la célula. A raíz de 
esta reacción, el primer paso en el metabolismo de la glucosa (véase 
la Fig. 12-3) es rápido y se produce a una velocidad constante, la con- 
centración intracelular de glucosa se mantiene baja aun cuando ésta se 
importe desde el medio extracelular. En consecuencia, el gradiente de 
concentración de glucosa (en el exterior, mayor que el interior celular) 
se mantiene lo suficientemente elevado como para sostener la impor- 
tación continua y rápida de moléculas adicionales de glucosa y aportar 
suficiente glucosa para el metabolismo celular. 


El genoma humano codifica una familia de 
proteínas GLUT transportadoras de azúcares 


El genoma humano codifica al menos 14 proteínas GLUT con eleva- 

da homología, GLUT1-GLUT14; se cree que todas éstas contienen 12 

hélices O. que se extienden en la membrana, lo que sugiere que han 

evolucionado de una sola proteína de transporte ancestral. Aunque no 
contamos con la estructura tridimensional de ninguna proteína GLUT, 
los estudios bioquímicos detallados de la GLUT1 han mostrado que los 
residuos de aminoácidos de las hélices Q£ que atraviesan la membrana 
son predominantemente hidrofóbicos; sin embargo, varias hélices tie- 
nen residuos de aminoácidos (p. ej., serina, treonina, asparagina y glu- 
tamina) cuyas cadenas laterales pueden formar puentes de hidrógeno 
con los grupos hidroxilos de la glucosa. Se considera que estos residuos 
forman los sitios de unión de glucosa que enfrentan el interior y el 
exterior, dentro de la proteína (véase la Fig. 11-5). 

Se cree que las estructuras de todas las isoformas de GLUT son 
bastante similares, y todas transportan azúcares. Sin embargo, su ex- 
presión diferencial en varios tipos de células, la regulación del número 
de transportadores GLUT en las superficies celulares y sus propiedades 
funcionales específicas posibilitan que diferentes células del cuerpo re- 
gulen el metabolismo de la glucosa de modo diferencial y, al mismo 
tiempo, permiten que se mantenga una concentración constante de 
glucosa en la sangre. Por ejemplo, la GLUT3 se encuentra en las neu- 
ronas del encéfalo. Las neuronas dependen de un influjo constante de 
glucosa para su metabolismo, y la baja K;,, de la GLUT3 por la glucosa 
(K;, = 1,5 mM), al igual que la de la GLUT1, asegura que estas células 
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incorporen glucosa desde los líquidos extracelulares del encéfalo a una 


velocidad alta y constante. 

La GLUT2, que se expresa en los hepatocitos y las células B qe 
toras de insulina de los islotes pancreáticos, tiene una K;, de ie , 
aproximadamente 13 veces más elevada que la K;, de la GLUT1. Como 


resultado, cuando la glucosa de la sangre se eleva, después de una po. 
mida, de su nivel basal de 5 mM a 10 mM aproximadamente, la veloci- 
dad de influjo de la glucosa casi se duplica en las células que expresan 
GLUT?, mientras que se incrementa solo levemente En las epa que 
expresan GLUTI (véase la Fig. 11-4). En el hígado, el al de glu- 
cosa que se introduce en las células se almacena como el polímero glu- 
cógeno. En las células 3 de los islotes, el aumento de la glucosa desen- 
cadena la secreción de la hormona insulina (véase la Fig. 16-38) que, a 
su vez, hace disminuir la glucosa sanguínea al incrementar la captación 
de glucosa y su metabolismo en el músculo, y al inhibir la producción 
de glucosa hepática (véase la Fig. 15-38). De hecho, la inactivación de 
la GLUT2 en las células pancreáticas B evita la secreción de insulina 
estimulada por glucosa y, en los hepatocitos (células hepáticas), inte- 
rrumpe la expresión regulada de los genes sensibles a la glucosa. 

Otra isoforma de GLUT, la GLUTA, se expresa solo en las células 
musculares y grasas, las que responden a la insulina al incrementar su 
captación de glucosa y la movilizan de la sangre. En ausencia de insuli- 
na, la GLUT4 se encuentra en las membranas intracelulares, y no en la 
membrana plasmática, y es incapaz de facilitar la captación de glucosa 
desde el líquido extracelular. Mediante un proceso detallado en la Figura 
16-39, la insulina hace que estas membranas internas, ricas en GLUTA, 
se fusionen con la membrana plasmática, lo que incrementa el número 
de moléculas GLUTA4 presentes en la superficie celular y, de este modo, 
aumenta la velocidad de captación de glucosa. Este es uno de los prin- 
cipales mecanismos por los cuales la insulina provoca un descenso de la 
glucemia; los defectos en el movimiento de la GLUTA4 hacia la membra- 
na plasmática constituyen una de las causas de la diabetes de aparición 
en la edad adulta o tipo II, una enfermedad caracterizada por la presen- 
cia de glucosa elevada, de manera continua, en la sangre. 

La GLUTS5 es la única proteína GLUT con elevada especificidad 
(preferencia) por la fructosa; su principal sitio de expresión es la 
membrana apical de las células epiteliales del intestino, donde trans- 
portan la fructosa de la dieta desde la luz del intestino hacia el interior 
de las células. 


Las proteínas de transporte pueden estudiarse 
empleando membranas artificiales y células 
recombinantes 


Hay una diversidad de enfoques para estudiar las propiedades intrín- 
secas de las proteínas de transporte, tales como definir los parámetros 
Vmáx Y Kim € identificar los residuos clave causantes de la unión. La ma- 
yoría de las membranas celulares contienen muchos tipos diferentes de 
proteínas de transporte, pero una concentración relativamente baja de 
Sl tipo Particular; esto dificulta los estudios funcionales de una pro- 
teína individual. Para posibilitar los estudios de este tipo, los investiga- 
dores emplean dos enfoques destinados a enriquecer una proteína de 
transporte de interés, de modo tal que predomine en la membrana: la 


purificación y la reconstitución en membranas artificiales y la sobreex 
presión en células recombinantes. 

Según el primer enfoque, una Proteína de transporte específica se 
extrae de su membrana con un detergente y se la purifica. Si bien las 


proteínas de transporte pueden aislarse de las membranas y purifica 
rse, 


ades funcionales (su papel en el movimiento de SUStratos a 
branas) puede ser estudiado solo cuando están "N 
ciadas con una membrana. Así, la proteína purificada habitualmente A 
reincorpora a membranas que son bicapas eo e Puras, como 
los liposomas (véase la Fig. 10-3), a través de E cuales el transporte del 
sustrato puede medirse fácilmente. Las oros de los eritrocitos 
son buenas fuentes de GLUT!1. Otras son las células recombinantes cul. 
tivadas de mamífero, que expresan el transgén GLUTA con frecuencia, 
UT1 modificada que contiene una etiqueta epítopo 
lécula a la cual puede unirse un anticuerpo 
monoclonal [véase el Cap- 9]) fusionado a un extremo N-terminal o C. 
terminal. Todas las proteínas integrales, en cualquiera de estos dos tipos 
de células, pueden ser solubilizadas por un detergente no iónico, como 
el octilglucósido. El uniportador de glucosa GLUTI puede ser Purif 
cado a partir de la mezcla solubilizada por cromatografía de afinidad 
con anticuerpo (Cap. 3), en una columna que contenga un anticuerpo 


monoclonal específico contra GLUT1 o un anticuerpo específico para 
ncorpore a los liposomas constituidos 


sus propied 
través de las mem 


una expresa una GL 
(una porción de una MO 


el epítopo etiqueta y luego se 1 


por fosfolípidos puros. 
De modo alternativo, el gen que codifica una proteína transporta- 


dora específica puede expresarse a altos niveles en un tipo celular que 
normalmente no lo expresa. La diferencia en el transporte de una sus- 
tancia por las células transfectadas y las células control no transfectadas 
se deberá a la proteína de transporte expresada. En estos sistemas, las 
propiedades funcionales de las diversas proteínas de membrana pue- 
den examinarse sin la ambigúedad provocada, por ejemplo, por la des- 
naturalización parcial de las proteínas durante los procedimientos de 
aislamiento y purificación. Por ejemplo, la sobreexpresión de GLUTI 
en las líneas de fibroblastos cultivados incrementa varias veces su velo- 
cidad de captación de glucosa, y la expresión de las proteínas GLUT1 
mutantes con alteraciones en aminoácidos específicos puede identif- 
car residuos importantes para la unión al sustrato. 


La presión osmótica provoca el movimiento 
de agua a través de las membranas 


El movimiento de agua hacia el interior y el exterior de las células es 
Una característica importante de la vida de los microorganismos, los 
vegetales y los animales. Las acuaporinas constituyen una familia de 
proteínas de membrana que permiten que el agua y otras pocas molé- 
culas pequeñas sin carga, como el glicerol, atraviesen las biomembra- 
nas de modo eficiente. Antes de analizar estas proteínas de transporte, 
es necesario revisar el concepto de ósmosis, la fuerza que impulsa el 
movimiento de agua a través de las membranas. 

El agua se mueve de modo espontáneo “cuesta abajo” a través de 
una membrana semipermeable, desde una solución de baja concentra” 
Pe de soluto (concentración de agua relativamente elevada) hacia una 
E concentración de soluto (concentración de agua relativamente 
pro denominado mo jsi En 
2. nte a difusión de agua a través de una mem 
hidrostátic permeable. La presión Osmbtca se define como la presión 

a requerida para detener el flujo neto de agua a través de un 
membrana que separa soluciones de diferente concentración acuo% 
(Fig. 11-6), En otras palabras, la presión osmótica equilibra la fuerza 
termodinámica impulsada por entropía del gradiente de concentración 
de agua. En este contexto, la “membrana” puede ser una capa de células 
O una membrana plasmática permeable al agua, pero no a los solutos 
La presión osmótica es directamente proporcional a la diferencia de 
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Figura 11-6 Presión osmótica. Las soluciones A y B están separadas por una 
membrana permeable al agua, pero impermeable a todos los solutos. Si Cg 

(la concentración total de solutos en la solución B) es mayor que Ca, el agua 
tenderá a fluir a través de la membrana desde la solución A a la B. La presión 
osmótica rt entre las soluciones es la presión hidrostática que deberá aplicarse a 
la solución B para evitar este flujo de agua. La presión osmótica se calcula según 
la ecuación de van't Hoff, como re = RT(Cg - Ca), donde R es la constante de los 
gases y Tes la temperatura absoluta. 


concentración del número total de moléculas de soluto a cada lado de 
la membrana. Por ejemplo, una solución de 0,5 M NaCl es, de hecho, 
0,5 M ¡ones Na* y 0,5 M CTI y tiene la misma presión osmótica que una 
solución 1 M de glucosa o sacarosa. 

El movimiento de agua a través de la membrana plasmática deter- 
mina el volumen de las células individuales, que debe ser regulado para 
evitar daño celular. Los pequeños cambios en las condiciones osmóticas 
extracelulares hacen que la mayoría de las células animales se hinchen o 
se encojan con rapidez. Cuando se colocan en una solución hipotónica 
(en la que la concentración de solutos que no penetran la membrana es 
más baja que en el citosol), las células animales se hinchan debido al flujo 
osmótico de agua hacia el interior. Por el contrario, cuando se colocan en 
una solución hipertónica (en la cual la concentración de solutos que no 
penetran la membrana es más alta que en el citosol), las células animales 
se encogen a medida que el agua del citosol sale de la célula por flujo os- 
mótico. En consecuencia, las células animales cultivadas deben ser man- 
tenidas en un medio isotónico, que tiene una concentración de solutos y 
una fuerza osmótica similares a las del citosol celular. 


Mi En las plantas vasculares, el agua y los minerales son absorbidos 
É desde el suelo por las raíces y ascienden por la planta, a través de 


tubos conductores (el xilema); la pérdida de agua de la planta, princi- 


palmente por evaporación en las hojas, impulsa este movimiento de 


agua. A diferencia de las células animales, las de los vegetales, las algas, 
los hongos y las bacterias están rodeados por una pared celular rígida, 
que resiste la expansión del volumen de la célula cuando se incrementa 
la presión osmótica intracelular. Sin una pared de este tipo, las células 
n cuando la presión osmótica interna se Incremen- 
ta —si esta presión aumenta demasiado, las células estallarán como glo- 
bos que se inflan en exceso—. A raíz de la existencia de la pared celular 
en las células vegetales, el influjo osmótico de agua, que se produce 
cuando estas células se ubican en una solución hipotónica (aunque se 
trate de agua pura), conduce a Un incremento de la presión intracelular, 
pero no del volumen celular. En las células vegetales, E concentración 
de solutos (p. ej., azúcares y sales) habitualmente es más alta en la va- 


animales se expande 


cuola (véase la Fig. 9-32) que en el citosol que, a su vez, tiene una con- 

centración de solutos más elevada que el espacio extracelular. La pre- 

sión osmótica, denominada presión de turgencia, generada por la 

entrada de agua al citosol y luego al interior de la vacuola, empuja el 
citosol y luego la membrana plasmática contra la pared celular resisten- 
te. Las células vegetales pueden resistir esta presión, que las ayuda a 
mantenerse en posición vertical y también a crecer. La elongación celu- 
lar, durante el crecimiento, es inducida por una hormona localizada en 
una región definida de la pared celular después del influjo de agua ha- 
cia la vacuola, que aumenta su tamaño y, de este modo, el de la célula. 


Aunque la mayoría de los protozoarios (al igual que las células ani- 
males) carecen de una pared celular rígida, muchos contienen una 
vacuola contráctil que les permite evitar la lisis osmótica. La vacuola 
contráctil capta agua del citosol y, a diferencia de la vacuola vegetal, 
descarga periódicamente su contenido a través de la fusión con la 
membrana plasmática. Así, aun cuando ingrese agua continuamente 
por flujo osmótico en la célula del protozoario, la vacuola contráctil 
evita que se acumule un exceso de agua en la célula y que se hinche 
al punto de estallar. 


Las acuaporinas incrementan la permeabilidad 
al agua de las membranas celulares 


La tendencia natural del agua a fluir a través de las membranas celu- 
lares como resultado de la presión osmótica plantea un interrogante 
obvio: ¿por qué las células de los animales de agua dulce no estallan 
en el agua? Por ejemplo, las ranas depositan sus huevos en el agua de 
los estanques (una solución hipotónica), pero los ovocitos y los hue- 
vos no se hinchan en el agua, aun cuando su concentración salina 
interna (principalmente KCl) es comparable a la de las otras células 
(- 150 mM KC]). Estas observaciones fueron las que condujeron a los 
investigadores, en primer lugar, a sospechar que las membranas plas- 
máticas de la mayoría de los tipos celulares aunque no la de los ovoci- 
tos de rana— contienen proteínas que son canales de agua que aceleran 
el flujo osmótico de ésta. Los resultados experimentales que se mues- 
tran en la Figura 11-7 demuestran que una acuaporina de la membrana 
plasmática del eritrocito funciona como un canal de agua. 

En su forma funcional, la acuaporina es un tetrámero de subuni.- 
dades idénticas de 28 kDa (Fig. 11-8a). Cada subunidad contiene seis 
hélices O. que se extienden en la membrana y forman un poro central 
a través del cual el agua puede moverse en cualquier dirección, depen- 
diendo del gradiente osmótico (Fig. 11-8b, c). En el centro de cada mo- 
nómero, el canal selectivo para agua de - 2 nm de longitud, o poro, 
tiene solo 0,28 nm de diámetro —es solo ligeramente más grande que el 
diámetro de una molécula de agua—. Las propiedades de cribado mo- 
lecular del estrechamiento están determinadas por varios residuos de 
aminoácidos hidrofílicos conservados, cuyas cadenas laterales y grupos 
carbonilo se extienden hacia el centro del canal por una pared relati- 
vamente hidrofóbica que tapiza un lado del canal. Varias moléculas de 
agua se mueven simultáneamente a través del canal; cada una forma, 
de modo secuencial, puentes de hidrógeno específicos con los aminoá- 
cidos que recubren el canal y desplaza otra molécula de agua corriente 
abajo. Puesto que las acuaporinas no experimentan cambios de con- 
formación durante el transporte de agua, transportan órdenes de agua 
más rápido que lo que lo hace la GLUTI con referencia a la glucosa. La 
formación de los puentes de hidrógeno, entre los átomos de oxigeno 
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(3) VIDEO: Ovocitos de rana que expresa 


0,5 min 


FIGURA EXPERIMENTAL 11-7 La expresión de la acuaporina en los 
ovocitos de rana incrementa su permeabilidad al agua. Los ovocitos de 
rana, que normalmente son impermeables al agua y no expresan la proteína 
acuaporina, fueron microinyectados con mRNA que codifica acuaporina. Estas 
fotografías muestran ovocitos control (célula inferior de cada panel) y ovocitos 
microinyectados (célula superior de cada panel) en los tiempos indicados, des- 
pués de la transferencia de una solución salina isotónica (0,1 M) a una solución 
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salina hipotónica (0,035 M). El volumen de los ovocitos control permaneció sin 
cambios porque éstos son escasamente permeables al agua. Por el contrario, 
los ovocitos microinyectados que expresan acuaporina se hincharon y luego 
estallaron por el influjo osmótico de agua, lo que indica que la acuaporina es 
un canal proteico de agua. (Cortesía de Gregory M. Preston y Peter Agre, Johns Hopkins Universiy 
School of Medicine. Véase L. 5. King, D. Kozono y P. Agre, 2004, Nat. Rev. Mo. Cell Biol. 5:687-698,) 
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del agua y los grupos amino de las cadenas laterales de los dos aminoá- 
cidos, asegura que solo el agua sin carga (H,O, pero no H,0*) pasa a 
través del canal; las orientaciones de las moléculas de agua en el canal 
evitan que los protones salten de una molécula a la siguiente y, de esta 
manera, el movimiento neto de protones a través del canal. En conse- 
cuencia, se mantienen los gradientes iónicos a través de las membranas, 
aun cuando fluye agua a través de éstas mediante las acuaporinas. 


ña Los mamíferos expresan una familia de acuaporinas; once de es- 

tos genes se conocen en los seres humanos. La acuaporina 1 se 
expresa en abundancia en los eritrocitos, y la acua 
encuentra en las células epiteliales de los riñones 
desde la orina; de este modo, 


Porina 2 homóloga se 


, Que reabsorben agua 
se controla la cantidad de agua en el orga- 
nismo. La actividad de la acuaporina 2 está regulada por la vasopresina 

> 


llamada también hormona antidiurética. La regulación de la actividad 
de la acuaporina 2, en las células renales en reposo, se asemeja a la de la 
GLUTA4 de la grasa y el músculo en lo siguiente: si no se requiere su 
actividad, cuando las células están en estado de reposo y el agua se ex- 


creta para formar orina, la acuaporina 2 se secuestra en las membranas 


de las vesículas intracelulares y, por lo tanto, es incapaz de mediar la 


importación de agua a la célula. Cuando la hormona polipeptídica va- 
sopresina se une al receptor de vasopresina en la superficie celular, ac- 
tiva una vía de señalización que emplea cAMP como señal intracelular 
(detallado en el Cap. 15); esto hace que estas vesículas que contienen 
acuaporina 2 se fusionen con la membrana plasmática, lo que aumenta 
la velocidad de captación de agua y su retorno a la circulación, no a la 
orina. Las mutaciones inactivadoras en el receptor de vasopresina o el 
gen de acuaporina 2 producen diabetes insípida, una enfermedad ca- 
racterizada por la excreción de grandes volúmenes de orina diluida. 
Este hallazgo demuestra que el nivel de acuaporina 2 es limitante de la 
velocidad para la reabsorción de agua desde la orina que está siendo 
formada por los riñones. M 


Otros miembros de la familia de las acuaporinas transportan moléculas 
que contienen hidroxilos, como glicerol, en lugar de agua. La acuapo- 
rina 3 humana, por ejemplo, transporta glicerol y es similar en su se- 
cuencia de aminoácidos y en su estructura a la proteína de transporte 
de glicerol GIpF de la Escherichia coli. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 11.2 


Transporte facilitado de glucosa y agua 


- El transporte catalizado por proteínas de los solutos biológicos a tra- 
vés de una membrana se produce más rápido que la difusión simple, 
muestra una V,,,, cuando el número limitado de moléculas transpor- 

max / 4 
tadoras está saturado con el sustrato y es altamente específico para éste 
(véase la Fig. 11-4). 


* Se considera que las proteínas uniportadoras, como los transportado- 
res de glucosa (GLUT), se mueven entre dos estados de conformación, 
uno en el cual los sitios que unen sustrato enfrentan el exterior y otro 
en el cual los sitios de unión enfrentan el interior (véase la Fig. 11-5). 


- Todos los miembros de la familia de proteínas GLUT transportan 
azúcares y tienen estructuras similares. Las diferencias en sus valores 


de K;, la expresión en los diversos tipos celulares y las especificidades 
por los sustratos son importantes para el adecuado metabolismo de los 
azúcares en el organismo. 


* Dos sistemas experimentales comunes, para estudiar las funciones de 
las proteínas de transporte, son los liposomas que contienen una pro- 
teína de transporte purificada y las células transfectadas con el gen que 
codifica una proteína de transporte en particular. 


* La mayoría de las membranas biológicas son semipermeables, más 
permeables al agua que a los iones o la mayoría de otros solutos. El agua 
se desplaza por ósmosis a través de la membrana, desde la solución de 
menor concentración de soluto hacia una de mayor concentración de 
soluto. 


* La pared celular rígida que rodea a las células vegetales evita que se 
hinchen y conduce a la generación de una presión de turgencia, en res- 
puesta al influjo osmótico de agua. 


* Las acuaporinas son proteínas canal de agua que incrementan espe- 
cíficamente la permeabilidad de las biomembranas al agua (véase la 
Fig. 11-8). 


* La acuaporina 2 de la membrana plasmática de ciertas células renales 
es esencial para la reabsorción de agua desde la orina en formación; 


la ausencia de acuaporina 2 conduce a la enfermedad conocida como 
diabetes insípida. 


11.3 Bombas impulsadas por ATP y ambiente 
iónico intracelular 


En secciones previas, nos hemos centrado en las proteínas de trans- 
porte que movilizan moléculas a favor de sus gradientes de concen- 
tración (transporte facilitado). Aquí, nos centramos en una clase 
principal de proteínas —-las bombas impulsadas por ATP- que em- 
plean la energía liberada por la hidrólisis del enlace fosfoanhidrido 
terminal del ATP para transportar iones y varias pequeñas moléculas 
a través de las membranas en contra de sus gradientes de concentra- 
ción. Todas las bombas impulsadas por ATP son proteínas transmem- 
brana que poseen uno o más sitios de unión para el ATP, localizados 
en subunidades o segmentos de la proteína, que siempre enfrentan el 
citosol. Estas proteínas comúnmente se denominan ATPasas y nor- 
malmente no hidrolizan ATP para formar ADP y Pi, a menos que 
se transporten simultáneamente iones u otras moléculas. Dado este 
estrecho acoplamiento entre la hidrólisis de ATP y su transporte, la 
energía almacenada en el enlace fosfoanhidrido no se disipa como 
calor sino que se emplea para mover iones u Otras moléculas cuesta 
arriba, en contra de un gradiente electroquímico. 


Existen cuatro clases principales de bombas 
impulsadas por ATP 


Las estructuras generales de las cuatro clases de bombas impulsadas 
por ATP se muestran en la Figura 11-9, con ejemplos específicos de 
cada clase en la lista que se encuentra debajo de la figura. Nótese que 
los miembros de tres de las clases (P, F y V) solo transportan iones, al 
igual que algunos miembros de la cuarta clase, la superfamilia ABC. La 
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Cara 
exoplasmática 


Cara 
citosólica 


ADP 


ATP 


ADP +P; 


Bombas clase P 


Membrana plasmática de los vegetales y 
de los hongos (bomba H*) 


Membrana plasmática de los eucarion- 
tes superiores (bomba Na'*/K*) 


hongos 


y lisosomas, en las células 


Membrana plasmática apical del ; 
animales 


estómago de los mamíferos (bomba 
H*/K*) 

Membrana plasmática de todas las de los túbul 
células eucariónticas (bomba Ca?*) SO UMIO Tenes 


Membrana del retículo sarcoplasmático 
de las células musculares (bomba Ca?*) 


Figura 11-9 Las cuatro clases de proteínas de transporte impulsadas por 
ATP. Las localizaciones de las bombas específicas están indicadas debajo de 
cada clase. Las bombas clase P están compuestas por dos subunidades catalíti- 
cas a., que se fosforilan como parte del ciclo de transporte. Las dos subunidades 
P presentes en algunas de estas bombas pueden regular el transporte. Solo 

se muestran una subunidad a y una subunidad B. Las bombas clase V y F no 
forman intermediarios fosfoproteicos, y Casi todas transportan solo protones. 
Sus estructuras son semejantes y contienen proteínas similares, pero ningu- 

na de sus subunidades están relacionadas con las de las bombas clase P Las 
bombas clase V acoplan la hidrólisis del ATP al transporte de protones en contra 


mayoría de los miembros de esta superfamilia transportan moléculas 
pequeñas, como aminoácidos, azúcares, péptidos, lípidos y otras molé- 
culas incluidas en numerosos tipos de fármacos. 

Todas las bombas iónicas clase P poseen dos subunidades catalíti- 
cas O. idénticas, cada una de las cuales contiene un sitio de unión al 
ATP. La mayoría también tiene dos subunidades B más pequeñas que, 
por lo general, tienen funciones de regulación. Durante el transporte, 
al menos una de las subunidades a. se fosforila (de allí el nombre 
de clase “P”, por —fosforilada— phosphorylated en inglés) y los iones 
transportados se mueven a través de la subunidad fosforilada. Las 
secuencias de aminoácidos que rodean los residuos fosforilados son 
homólogas en diferentes bombas. Esta clase incluye la ATPasa Na*/K* 
de la Metabrana plasmática, que genera la baja concentración citosó- 
poa et se mt E K*, Epica de las células anima- 
fuera del ¿itosol hacia dl elo ext del 

erno; otras bombean Ca?* desde el 


citosol hacia el retículo endoplasmático o al RE especializado deno- 


minado retículo sarcoplasmático, presente en las células musculares. 


QUES miembro ae la clase P, que se encuentra en las células secretoras 
de ácido del estómago de los mamíferos, transporta protones (iones 
H?*) hacia el exterior e iones K* al interior de la célula 
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Bombas protónicas clase V 


Membrana vacuolar de los 
vegetales, levaduras y otros 


Membrana de los endosomas 


Membrana plasmática de los 
osteoclastos y algunas células 


ADP «le P; 


ATP 
Superfamilia ABC 


Bombas protónicas clase F 
Membrana plasmática de 
las bacterias 


Membrana interna de las 
mitocondrias 


Membrana tilacoide del 
cloroplasto 


Membrana plasmática de !;. 
bacterias (transportadores 
de aminoácidos, azucares , 

péptidos) 


Membranas plasmáticas de 
los mamiferos (transpona.- 
dores de fosfolípidos, 
pequeñas sustancias 
lipofílicas, colesterol y otras 
moléculas pequeñas) 


de un gradiente de concentración, mientras que las bombas clase F, norma- 
mente, operan en dirección inversa para utilizar energía en una concentracio” 


protónica o gradiente de voltaje para la síntesis de ATP. Todos los miembros 0: 
la gran superfamilia de proteínas ABC contienen dos dominios transmembrar: 
(T) y dos dominios citosólicos de unión al ATP (A) que acoplan la hidrólisis 0 
ATP al movimiento de solutos. Estos dominios centrales están presentes como 
subunidades separadas en algunas proteínas ABC (que se muestran aquí), pero 
se fusionan en un solo polipéptido en otras proteínas ABC. (Vease T Nishiy WM F02= 
2002, Nature Rev. Mol. Cell Biol. 3:94; C. Toyoshima y cols., 2000, Nature, 405:647: D. Mcintosh 200% 

Srruct. Biol. 7:532; y T. Elston, H. Wang y G. Oster, 1998, Nature 391:510.) 


Las estructuras de las bombas iónicas clase V y clase F son simils- 
res entre sí, pero no están relacionadas con las bombas clase P y $0" 
más complejas que éstas. Las bombas clase V y clase F contienen Y-> 
rias subunidades transmembrana y citosólicas diferentes. Casi todas '3> 
bombas V y F conocidas transportan solo protones, y lo hacen en +” 
proceso que no involucra un intermediario fosfoproteico. Las bombas 
clase V, en general, funcionan para generar el bajo pH de las vacuolas 
de los vegetales y los lisosomas, así como otras vesículas acidicas en las 
células animales al bombear protones desde la cara citosólica hacia la 
cara exoplasmática de la membrana, en contra de un gradiente electro” 
químico de protones. Por el contrario, las bombas de H” que general 
y mantienen el potencial eléctrico de la membrana plasmática en las 
células vegetales, en los hongos y en muchas bacterias, pertenecen 4 las 
bombas protónicas de la clase P. 

Las bombas de la clase F se encuentran en las membranas plasmá- 
ticas bacterianas, en las mitocondrias y cloroplastos. A diferencia de las 
bombas de la clase V, generalmente funcionan como bombas protón!” 
cas inversas, en las cuales la energía liberada por el movimiento energ” 
ticamente favorecido de protones, desde la cara exoplasmática haci la 
cara citosólica de la membrana a favor del gradiente electroquí 
protones, es empleada para impulsar la síntesis energéticamente 


mico de 
desta” 
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vorable de ATP a partir de ADP y P;. Dada su importancia en la síntesis 
de ATP en los cloroplastos y las mitocondrias, las bombas protónicas 
de clase F, comúnmente denominadas ATP sintasas, son tratadas por 
separado en el Capítulo 12 (Energética celular). 

La clase final de bombas impulsadas por ATP constituye una gran 
familia de múltiples miembros que son más diversos en een ue 
aquellos de otras clases. Conocida como la superfamilia ABC (or su 
nombre en inglés ATP binding cassette, o cassette que une ATP), esta 
clase incluye varios cientos de proteínas de transporte distintas pre- 
sentes en los organismos, desde las bacterias hasta los seres humanos 
Como se detallará más adelante, algunas de estas proteínas de transpor- 
te se identificaron inicialmente como proteínas de resistencia a múlti- 
ples fármacos que, cuando se sobre expresan en las células cancerosas 
exportan fármacos anticancerígenos y hacen que los tumores se ión 
resistentes a su acción. Cada proteína ABC es específica para un sustra- 
to en particular o para un grupo de sustratos relacionados que pueden 
ser iones, azúcares, aminoácidos, fosfolípidos, colesterol, péptidos, po- 
lisacáridos o incluso proteínas. Todas las proteínas de transporte ABC 
comparten una organización estructural que consiste en cuatro domi- 
nios “núcleo”: dos dominios transmembrana (T), que forman el pasaje 
a través del cual las moléculas transportadas atraviesan la membrana, y 
dos dominios citosólicos que unen ATP (A). En algunas proteínas ABC, 
principalmente en las bacterianas, los dominios núcleo están presentes 
en cuatro polipéptidos separados; en otras, los dominios núcleo están 

fusionados en uno o dos polipéptidos multidominio. 


Las bombas ¡ónicas impulsadas por ATP generan 
y mantienen gradientes ¡iónicos a través de las 
membranas celulares 


La composición iónica específica del citosol difiere habitualmente, 
en gran medida, de la del líquido extracelular que la rodea. En casi 
todas las células —incluso los microbios, las células vegetales y ani- 
males—, el pH citosólico se mantiene cerca de 7,2 independientemente 
del pH extracelular. En el caso más extremo, hay una diferencia de 
un millón de veces en la concentración de H* entre el pH del citosol 
de las células epiteliales que recubren el estómago y el pH del con- 
tenido estomacal, después de una comida. Además, la concentración 
citosólica de K* es mucho más elevada que la de Na*. Tanto en los 
invertebrados como en los vertebrados, la concentración de K* es 
20-40 veces más elevada en el citosol que en la sangre, mientras que 
la concentración de Na* es 8-12 veces más baja en el citosol que en 
1-2). Parte del Ca”* del citosol está unido a los 
grupos cargados negativamente del ATP en las protefnas y E mo- 
léculas, pero es la concentración del Ga?* m6 unido (o libre ) la EE 
resulta crítica para sus funciones en las vías de señalización y en a 
cular. La concentración del Ca?” libre en el citosol 
generalmente es inferior a 0,2 micromolar (2 x 10 M), mil ee 
o más inferior a la de la sangre. Las células vegetales y muchos e 
croorganismos mantienen concentraciones elevadas e de K 
y bajas concentraciones de Ca?* y Na* aun sl las células se cultivan en 
soluciones salinas muy diluidas. 

Las bombas iónicas analizadas en esta sección son responsables, 
en gran medida, de establecer y mantener los gradientes iónicos ha- 
bituales a través de las membranas plasmáticas e intracelulares. Al 
llevar a cabo esta tarea, las células gastan una cantidad considerable 
de energía. Por ejemplo, hasta el 25 por ciento del ATP producido por 


la sangre (Cuadro 1 


contracción mus 


Cuadro 11 Concentraciones iónicas intracelulares y 


extracelulares típicas 


lon Célula (mM) Sangre (mM) 


Axón de calamar 
(invertebrado*) 


cr 40-150 560 
Ca?+ 0,0003 10 
xt 300-400 5-10 


Célula de mamífero 


(vertebrado) 

k* 139 4 
Na* 12 145 
el 4 116 
HCOy” 12 29 
Xx 138 9 
Mg?* 0,8 1,5 
Ca?j <+t0,0002 1,8 


*El gran axón nervioso del calamar ha sido ampliamente utilizado en estudios del me- 
canismo de conducción de los impulsos eléctricos. 

te representa las proteínas que tienen una carga eléctrica negativa neta al pH neutro 
de la sangre y las células. 


las células nerviosas y renales se emplea para el transporte iónico, y 
los eritrocitos humanos consumen hasta el 50 por ciento de su ATP 
disponible para este propósito; en ambos casos, la mayoría de este 
ATP se utiliza para impulsar la bomba de Na*/K* (véase la Fig. 11-3). 
Los gradientes de Na* y K* resultantes, en las células nerviosas, son 
esenciales para su capacidad de conducir las señales eléctricas con 
rapidez y eficiencia, como detallamos en el Capítulo 22. Ciertas enzi- 
mas necesarias para la síntesis proteica en todas las células requieren 
elevada concentración de K* y son inhibidas por elevadas concentra- 
ciones de Na”; esta cesaría sin la función de la bomba de Na*/K*. En 
las células tratadas con venenos que inhiben la producción de ATP 
p. ej., 2,4-dinitrofenol en las células aerobias), el bombeo se detiene 
y las concentraciones ¡ónicas en el interior de la célula se aproximan 
gradualmente a la del ambiente externo a medida que los iones se 
mueven espontáneamente a través de los canales de la membrana 
plasmática a favor de sus gradientes electroquímicos. Finalmente, 
las células tratadas con el veneno mueren: en parte, porque su sín- 
tesis proteica requiere una alta concentración de iones K*, y en parte 
porque en ausencia de un gradiente de Na* a través de la membrana 
celular, una célula no puede importar ciertos nutrientes tales como 
aminoácidos (véase la Fig. 11-3). Los estudios sobre los efectos de 
esos venenos proprocionaron evidencias iniciales sobre la existencia 
y la importancia de las bombas ¡ónicas. 


co 
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La relajación muscular depende de las ATPasas 
de Ca?* que bombean Ca?* desde el citosol hacia 

el interior del retículo sarcoplasmático 

2+ se concentran y 
pecializado 


Ca?* alma- 


En las células musculares esqueléticas, los iones Ca 
n el retículo sarcoplasmático (RS), un tipo €S 
o (RE). La liberación de los jones 
S, en el citosol mediante los canales ¡ÓniCOS 
como se analizará en el Capítulo 17. 
da en la membrana del RS del mús- 
al interior de 


almacenan € 
de retículo endoplasmátic 
cenados, desde la luz del R 
provoca la contracción muscular, 
Una ATPasa de Ca”* clase P localiza 
culo esquelético bombea Ca?* desde el citosol hacia atrás, 
la luz del RS, e induce de esta manera la relajación muscular. 

En el citosol de las células musculares, la concentración de ca* 
libre oscila entre 1077 M (células en reposo) y más de 10 M (células 
en contracción), mientras que la concentración total de Ca?* en la 
luz del RS puede ser tan alta como 107? M. La luz del RS contiene dos 
proteínas abundantes, la calsecuestrina y la así denominada proteína 


que une Ca”* con alta afinidad, cada una de las cuales une múltiples 
¡ones Ca”* con alta afinidad. Al unir gran parte del Ca”* de la luz del 
ión de iones Ca?* “libres” 


RS, estas proteínas reducen la concentraci 

en las vesículas del RS. Esto reduce el gradiente de concentración de 
Ca?* entre el citosol y la luz del RS y, en consecuencia, disminuye la 
energía necesaria para bombear los iones Ca?* hacia el RS desde el 
citosol. La actividad de la ATPasa de Ca?* muscular se incrementa a 
medida que la concentración de Ca?* libre en el citosol lo hace. En las 
células musculares esqueléticas, la bomba de calcio de la membrana 
del RS opera en forma concertada con una bomba de Ca?* similar, 
localizada en la membrana plasmática, para asegurar que la concen- 


Sitios de 
Luz del RS ¡nión al Ca?* El 
(6 2+ 
Ca? Unión de calcio 
y ATP 
Citosol 
Aspartato 
fosforilado cat g” ATP 
So Cambio de 
A Ó conformación 
al AT 
P Desfosforilación 


Figura 11-10M 
odel ¡ 

As dele cíñi de BA ala de la ATPasa Ca?+ en la 

subunidades catalíticas a Ulo esquelético. Solo se m pcia 

a a de esta bomba clase P Uestra una de las dos 

a proteína en as El y E2 son conformacione 
e unión de Ca2+ j 
SON accesi- 


luz d 
el RS), respectivamente. Una 
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tración citosólica de Ca”* libre en el músculo en reposo Permanezc, 
por debajo de 0,1 14M. 
El mecanismo de acción de la bomba de Ca” 


se conoce en detalle 

más del 80 por ciento de la protg;. 
membranas del RS del músculo, se purifica fácilmente 
de la membrana Y se ha estudiado ampliamente. La 
determinación de la estructura tridimensional de esta proteína en va. 
stados de conformación que representan diferentes pasos en el 
mbeo ha revelado mucho acerca de su mecanismo de ac. 
mo paradigma para comprender muchas de las bombas 


Como la bomba de calcio constituy€ 


na integral en las 
de otras proteínas 


rios € 
proceso de bo 
ción y sirve CO 
de ATPasa de la clase P. 


El modelo actual sobre el mecanismo de acción de la ATPasa Ca?- 


en la membrana del RS implica múltiples estados conformacionales, 
Por simplicidad, los agrupamos en estados El, en los cuales los dos 
sitios de unión para el Ca?*, localizados en el centro del dominio que se 
extiende en la membrana, enfrentan el citosol; y los estados E2, en los 


cuales estos sitios de unión enfrentan la cara exoplasmática de la mem- 
luz del RS. El acoplamiento de la hidrólisis de 


e varios cambios de conformación 
un orden definido, como se 


brana y señalan hacia la 
ATP con el bombeo de ¡ones requier 


en la proteína que deben producirse en 
muestra en la Figura 11-10. Cuando la proteína está en la conforma- 


ción El, dos iones Ca?* se unen a dos sitios de unión de alta afinidad 
accesibles desde el lado citosólico; aun cuando la concentración cito- 
sólica de Ca?* sea baja (véase el Cuadro 1 1-2), los iones calcio todavía 


llenan estos sitios. 


Fosforilación 
del aspartato 


Cambio de 
conformación 


Liberación 
de calcio 


—- 


E2 
E2 


membrana. En la fi ai 
indica un enlace pa a un enlace aspartilfosfato de alta energía; 3 
unión en El que enfrentan e Como la afinidad de Ca?* por los sitios Ce 
Ca2* por los sitios que enf al citosol es 1 000 veces mayor que la afinidad del 
Ca?* unidireccionalm rentan el exoplasma en E2, esta bomba transporta 
ente desde el citosol hacia la luz del RS. Véanse el textO 


y la Figura 11-11 
11 para más o 
73:269-292) detalles. (Véase €. Toyoshima y G. Ines, 2004, Ann Rev Biochen 


es 
a 


Luego, un ATP se une a un sitio en la cara citosólica (paso 11 03 
ATP unido se hidroliza a ADP en una reacción que requiere Mg?*, y el 
fosfato liberado se transfiere a un residuo específico de aspartato en 
la proteína y forma el enlace fosfato acilo de alta energía denominado 
El - P (paso El). Después, la proteína sufre un cambio de conforma- 
ción que genera E2, en el cual la afinidad de los dos sitios de unión a 
Ca** se reduce do que se muestra en detalle en la siguiente figura) y 
en la cual estos siti0s ahora son accesibles a la luz del RS (paso EJ). La 
energía libre de la hidrólisis del enlace aspartil fosfato en el El — P es 
mayor que en el E2-P, y puede decirse que esta reducción de la energía 
libre del enlace aspartil-fosfato impulsa el cambio de conformación 
El >E2. 

Los iones Ca?** se disocian espontáneamente de los sitios de baja 
afinidad para ingresar en la luz del RS, porque aun cuando la ele- 
vada concentración de Ca”* allí sea más alta en el citosol, es más 
baja que la Kd para la unión de Ca?* en el estado de baja afinidad 
(paso El). Finalmente, el enlace aspartil-fosfato es hidrolizado (paso 
Bl). Esta desfosforilación, acoplada con la unión ulterior de Ca?* 
citosólico a los sitios de unión El Ca?*, estabiliza el estado con- 
formacional El con relación al E2, y puede afirmarse que impulsa 
el cambio de conformación E2>El1 (paso Bd). Ahora, El está listo 
para transportar 2 iones Ca?* adicionales. Así, el ciclo se completa, 
y la hidrólisis de un enlace fosfoanhidrido del ATP ha impulsado el 
bombeo de dos ¡ones Ca?* en contra de su gradiente de concentra- 
ción hacia la luz del RS. 

Gran parte de las evidencias estructurales y biofísicas avalan el 
modelo que se ilustra en la Figura 11-10. Por ejemplo, la bomba de 
calcio del músculo se ha aislado con fosfato unido al residuo clave de 
aspartato, y los estudios espectroscópicos han detectado ligeras al- 
teraciones en la conformación de la proteína durante la conversión 
EI>E2. Los dos estados fosforilados también pueden ser distingui- 
dos mediante pruebas bioquímicas; la adición de ADP al El fosfori- 
lado da como resultado la síntesis de ATP, la inversa del paso BA de la 
Figura 11-10, mientras que la adición de ADP al E2 fosforilado no 
lo hace. Cada cambio conformacional principal del ciclo de reacción 
también puede ser caracterizado por una susceptibilidad distinta a 


varias enzimas proteolíticas, cOmO la tripsina. 
La Figura 11-11 muestra la estructura tridimensional de la bomba 


de Ca?* en el estado El. Como puede observarse en los 2 paneles de la 


derecha de la parte c, en la mitad inferior de la figura, las 10 hélices OL 
que se expanden en la membrana, en la subunidad catalítica, forman 
el paso a través del cual se mueven los iones Ca?*. Los aminoácidos de 


4 de estas hélices forman los 2 sitios de unión de alta afinidad El por 
Ca?* (Fig. 11-11a, izquierda). Un sitio se forma con átomos de oxígeno 
cargados negativamente de los grupos carboxilo (COO”) de Las cadenas 
laterales del glutamato Y del aspartato, así como de las moléculas de 
agua. El otro sitio se forma a partir de los átomos de ao de las 
cadenas laterales y principal. Así 4 medida que los iones Ca” se unen 
a la bomba de Ca?* pierden las moléculas de agua que normalmente 
rodean un ion de Ca?* en la solución acuosa (véase la Fig. 2-7), pero 
estas aguas son reemplazadas por átomos de oxígeno con una geome- 
tría similar, que son parte de la proteína de transporte. Por el contrario, 
en el estado E2 (Fig. 11-112 derecha) varias de estas cadenas de unión 
se han movido fracciones de nanómetro y son incapaces de interactuar 
con los iones Ca?* unidos, lo que da cuenta de la baja afinidad del esta- 


do E2 para los ¡ones añ, 
7 ] 2+ 

La unión de 1ones Ca” al 

general de la unión de ¡iones a 


a bomba de Ca”* ilustra Un principio 
los canales y proteínas de transporte 


que encontraremos reiteradamente en este capítulo: a medida que 


los iones se unen, pierden la mayoría de sus aguas de hidratación, 
pero interactúan con los átomos de oxígeno de las proteínas que se 
encuentran con una geometría similar a los átomos de oxígeno del 
s a los iones en solución acuosa. Esto reduce la 
nes a la proteína y permite 
luciones de concentracio- 


agua que están unido 
barrera termodinámica para la unión de ¡0 
la unión estrecha de los iones aun desde so 


nes relativamente bajas. 
di 2 ¡ 
La región citoplasmática de la bomba de Ca”” consiste en tres 


dominios que están bien separados entre sí en el estado El (Fig. 1!- 
11b). Cada uno de estos dominios está conectado a las hélices que 
se extienden en la membrana mediante segmentos cortos de ami- 
noácidos. Los movimientos de dichos dominios citosólicos, durante 
el ciclo de bombeo, provocan movimientos de los segmentos qué 
los conectan que se transmiten a movimientos de las hélices OL que 
se expanden en las membranas. Por ejemplo, el residuo fosforilado, 
Asp 351, se localiza en el dominio P. La fracción de adenosina del 
ATP se une al dominio N pero el fosfato Y del ATP se une a residuos 
específicos del dominio P, lo que requiere el movimiento de los do- 
minios, tanto N como P. De este modo, después de la unión de ATP 
2+ el fosfato y del ATP unido se ubica en posición adyacente al 
aspartato del dominio P que debe recibir el fosfato. Aunque aún no 
están claros los detalles precisos de los cambios conformacionales 
de éstas y de otras proteínas, los movimientos de los dominios N 
y P se transmiten mediante movimientos del tipo de palancas de 
los segmentos que se conectan en configuraciones de varias hélices 
a que se expanden en las membranas. Estos cambios son especial- 
mente aparentes en las 4 hélices que contienen los 2 sitios de unión 
de Ca?*: los cambios evitan que los iones Ca?* unidos retrocedan 
hacia el citosol cuando se liberen, pero les permiten disociarse en el 
espacio exoplasmático (luz). 

Todas las bombas ¡ónicas de la clase P, independientemente del 
tipo de ion que transporten, se fosforilan en un residuo de aspartato 
altamente conservado durante el proceso de transporte. Como se de- 
dujo a partir de las secuencias de cCDNA, las subunidades catalíticas 
a. de todas las bombas P examinadas hasta la fecha tienen secuencias 
de aminoácidos similares y, por lo tanto, se supone que tienen confi- 
guraciones semejantes de hélices Ql transmembrana y dominios A, P 
y N que enfrentan el citosol (véase la Fig. 11-10). Estos hallazgos in- 
dican fuertemente que todas las proteínas de este tipo evolucionaron 
de un precursor común, aunque ahora transporten ¡iones distintos. 
Esta sugerencia se generó a partir de las similitudes de las estructu- 
ras tridimensionales de los segmentos de la ATPasa Na*/K* con la de 
la bomba del Ca?* en la zona inserta en la membrana (véase la Fig. 
11-12); las estructuras moleculares de los 3 dominios citoplasmáticos 
también son muy semejantes. Así, el modelo operacional de la Figura 
11-11 es, por lo general, aplicable a todas las bombas ¡ónicas de la 


clase P impulsadas por ATP. 


y Ca 


La calmodulina regula las bombas de la membrana 
plasmática que controlan las concentraciones de 
Ca?* en el citosol 


Como explicaremos en el Capítulo 15, en muchos tipos de células, ade- 
más de las musculares, pequeños incrementos en la concentración de 
dad de res- 


los iones Ca?* libres en el citosol desencadenan una varie 
puestas celulares. Para que el Ca?** opere en la señalización intracelular, 
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A 


la) Estado El 
Alta afinidad por Ca?* 


Estado E2 
Baja afinidad por Ca”: 
No hay Ca”: unido 


Dos Ca? unidos 


(b) Aa (c) 


Ca? 


Dominio 
actuador (A) 
Dominio de 


fosforilación (P) o Ea 
Dominio de unión 


al nucleótido (N) 


Figura 11-11 Estructura de la subunidad o catalítica en la ATPasa Ca?+ 
del músculo. (a) Sitios de unión a Ca?* en el estado El (izquierda), con dos 
¡ones calcio unidos, y el estado de baja afinidad E2 (derecha) sin iones unidos. 
Las cadenas laterales de los aminoácidos clave son blancas, y los átomos de 
oxígeno en las cadenas laterales del glutamato y el aspartato son rojas. En la 
conformación El de alta afinidad, los iones Ca?* se unen a dos sitios entre las 
hélices 4, 5, 6 y 8 dentro de la membrana. Un sitio se forma con átomos de oxí- 
geno con carga negativa de las cadenas laterales del glutamato y el aspartato y 
moléculas de agua (que no se muestran), y el otro se forma con átomos de oxí- 
geno de las cadenas laterales y principal. Siete átomos de oxígeno rodean el ion 
Ca?* en ambos sitios. (b) Modelo tridimensional de la proteína en el estado El, 
basado en la estructura determinada por cristalografía de rayos X. Hay 10 hélices 
a transmembrana, 4 de las cuales (púrpura) contienen residuos que participan 


la concentración de los iones Ca?* libres en el citosol habitualmente 
debe mantenerse por debajo de 0,1-0,2 14M. Las células animales, las le- 
vaduras y —probablemente— las células vegetales expresan ATPasas Ca?* 
de la membrana plasmática, que transportan Ca?* hacia el exterior de 
las células en contra de su gradiente electroquímico. La subunidad ca- 
talítica U£ de estas bombas de la clase P es semejante en su estructura y 
secuencia a la subunidad QU: de la bomba Ca?* del RS. 
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Sitio de 
fosforilación 


en la unión del Ca?+. El segmento citosólico forma 3 dominios: el dominio N que 
une nucleótido (azul), el dominio P de fosforilación (verde) y el dominio actua" 
dor A (beige) que conecta dos de las hélices que se expanden en la membrana 
(o) Modelos de la bomba en el estado E (izquierda) y E2 (derecha). Nótense las 
diferencias entre los estados E1 y E2 en las conformaciones de los dominios qué 
unen nucleótido y actuador, estos movimientos impulsan los cambios de co” 
formación en las hélices a que se expanden en las membranas (púrpura), que 
constituyen los sitios de unión del Ca2+, y los convierten de uno en el cual los 
sitios de unión de Ca2* son accesibles a la cara citosólica (estado E1) a uno eN e 
en el Ca2+, ahora unido laxamente, es accesible a la cara exoplásmica (estado 
eli E sl Nature 418:605-611; C. Toyoshima y G. Ines: 2004 407 
Y E. GOU3ux y R. MacKinnon, 2005, Science 310:1461) 


La actividad de las ATPasas Ca?* de la membrana plasmática vd 
regulada por la calmodulina, una proteína citosólica que une sel 
(véase la Fig. 3-31). Un incremento en el Ca?* citosólico induce la uni%” 
de los iones Ca?* a la calmodulina, lo que desencadena la activación 4 
ta ATPasa Ca?*. Como resultado, la exportación de iones Ca” desde : 
0 e acelera, y se restablece con rapidez la baja concentración de 

citosólica libre característica de la célula en reposo. 


Transporte de iones y moléculas pequeñas a través de la membrana 


aaa 


e 


La ATPasa Na*/K* mantiene las concentraciones 
intracelulares de Na* y K* de las células animales 


Una bomba iónica importante de la clase P, presente en la membra- 
na plasmática de todas las células animales, es la ATPasa Na*/K*. Esta 
bomba iónica es un tetrámero con una composición de subunidades 
o, y comparte homología estructural con la bomba de Ca”* (véase 


2) ANIMACIÓN GENERAL: Interconversiones de energía biológica 


Exterior Unión de Na+ 
Na* y ATP 
] 
V EX 
K+ 
Citosol 


Ey 
El 


Figura 11-13 Modelo operativo de la ATPasa Na*/K* de la membrana 
plasmática. Solo una de las dos subunidades a catalíticas de esta bomba clase 
P se muestra. No se sabe si solamente Una O ambas subunidades, en una molé- 
cula de ATPasa simple, transportan iones. El bombeo iónico por la ATPasa Na*/ 
K* implica fosforilación, desfosforilación y cambios de conformación similares a 


ucturales de la ATPasa Na*/K* y de la | 
ridimensional de la ATPasa Na*/K* (dorado) | : 
muscular (púrpura), vista desde la superf- 
s 10 hélices a de la ATPasa Na+/K* que se | 
50:1043 y H. Ogawa y | 


Figura 11-12 Comparaciones estr 
ATPasa Ca?* muscular. Estructura t 
comparada con la de la ATPasa Ca?+ 
cie citoplasmática; o. M1-10 denota la 
expanden en la membrana. (Tomado de . P. North y cols, 2007 Nature 4 


cols, 2009, Proc. Nat' Acad. Sci. USA 106:1 3742.) 


ido transmembrana B glucosilado pequeño, | 
recto en el bombeo ¡óni- 


+/K*, ésta mueve 3 jones 


la Fig. 11-12). El polipépt 
aparentemente, no está implicado de modo di 
co. Durante el ciclo catalítico de la ATPasa Na 

Na* hacia el exterior y 2 iones K* hacia el interior de la célula por cada 

molécula de ATP hidrolizada. El mecanismo de acción de la ATPasa | 
Na*/K*, esquematizado en la Figura 11-13, es semejante al de la bomba | 
de calcio del RS, excepto porque los ¡ones se bombean en ambas di- 

recciones a través de la membrana, y que cada ion se mueve en contra 

de su gradiente de concentración. En su conformación El, la ATPasa 

Na*/K* tiene 3 sitios de unión de alta afinidad que unen Na* y 2 sitios | 
de baja afinidad que unen K* accesibles a la superficie citosólica de la 
proteína. La K,, para unir Na* o estos sitios citosólicos es 0,6 mM, un 
valor considerablemente más bajo que la concentración intracelular de 
Na* - 12 mM; como resultado, los iones Na* normalmente ocupan 
completamente estos sitios. Por el contrario, la afinidad de los sitios de 
unión por K* es lo suficientemente baja como para que los iones K*, 
transportados hacia el interior a través de la proteína, se disocien de la 


El 


Fosforilación Cambio de 
del aspartato conformación 


> + 


ADP 
Liberación del Na+ 
y unión del K+ 
Desfosforilación > O 
y cambio de 


conformación 


E 


E2 


los de la ATPasa Ca?* muscular (véase la Fig. 11-11). En este caso, la hidrólisis del 
intermediario E2-P impulsa el cambio de conformación E2 => El y el transporte 
concomitante de dos iones K* hacia el interior. Los iones Na* se indican con 
círculos rojos; los iones K+ con cuadrados púrpura; el enlace fosfato acilo de alta 
energía con un — P, el enlace fosfoéster de baja energía, con -P. 
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El en el citosol, a pesar de la alta concentración de K* intracelular. Du- 
rante la transición El>E2, 3 iones Na* unidos se tornan accesibles en 
la cara exoplasmática y, simultáneamente, la afinidad de los 3 sitios de 
unión por Na* caen. Los 3 iones Na*, unidos ahora a sitios de unión de 
baja afinidad por Na*, se disocian uno por vez hacia el medio extrace- 
lular, a pesar de la alta concentración extracelular de Na”. La transición 
de la conformación E2 también genera dos sitios K* de alta afinidad 
accesibles a la cara exoplasmática. Como la K;, para la unión de K* a 
estos sitios (0,2 mM) es más baja que la concentración extracelular de 
K* (4 mM), estos sitios se llenarán con iones K* a medida que los iones 
Na+ se disocien. De modo semejante, durante la transición posterior 
E2>El1 los 2 iones K* unidos se transportan hacia adentro y luego se 
liberan en el citosol. 

Ciertos fármacos (p. ej., la ouabaína y la digoxina) se unen al do- 
minio exoplasmático de la ATPasa Na*/K* de la membrana plasmáti- 
ca e inhiben de modo específico su actividad de ATPasa. La alteración 
resultante del equilibro Na*/K* de las células es una fuerte evidencia 
del papel crítico de esta bomba iónica en el mantenimiento de los gra- 
dientes normales de concentración iónica de K* y Na*. El Experimento 
Clásico 11.1 que sigue inmediatamente a este capítulo describe el des- 
cubrimiento de esta importante enzima necesaria para la vida. 


Las ATPasas H* clase V mantienen la acidez 
de los lisosomas y de las vacuolas 


Todas las ATPasas clase V transportan solamente iones H*. Estas bombas 
protónicas, presentes en las membranas de los lisosomas, endosomas y 
vacuolas de los vegetales, funcionan para acidificar la luz de estos orgá- 
nulos. El pH de la luz lisosómica puede medirse con precisión en las cé- 
lulas vivas mediante el empleo de partículas marcadas con un colorante 
fluorescente sensible al pH. Cuando estas partículas se añaden al líquido 
extracelular, las células las engloban e internalizan (fagocitosis; véase el 
Cap. 17) y, finalmente, las transportan hacia los lisosomas. El pH de los 
lisosomas puede calcularse a partir del espectro de fluorescencia emitido. 
El DNA que codifica para una proteína naturalmente fluorescente cuya 
fluorescencia depende del pH puede ser modificado (por la adición de 
segmentos de DNA que codifican “secuencias de señalización”, detalladas 
en los Caps. 13 y 14), de modo tal que la proteína sea dirigida hacia la 
luz del lisosoma; las mediciones de fluorescencia pueden, entonces, ser 
empleadas para determinar el pH de la luz del orgánulo. El manteni- 
miento del gradiente protónico de unas 100 veces o más entre la luz del 
lisosoma (pH - 4,5-5) y en el citosol (pH — 7) depende de la ATPasa clase 
V y, así, de la producción de ATP en la célula. El bajo pH de los lisosomas 
es necesario para la función óptima de muchas proteasas, nucleasas y 
Otras enzimas hidrolíticas de la luz; por otra parte, un pH citosólico de 5 
interrumpirá las funciones de muchas proteínas que se encuentran opti- 
mizadas para actuar apH 7, y conducirá a la muerte celular. 
El bombeo de relativamente Pocos protones es necesario para acidi- 
ficar una vesícula intracelular. Para comprender por qué, recuerde que 
una solución de pH 4 tiene una concentración de ¡ones H* de 10* moles 
por litro o 10”? moles de iones H* por mililitro. Como hay 6,02 10% áto- 
mos de H por mol (número de Avogadro), un mililitro de una solución 
pH 4 contiene 6,02 x 10' ¡ones H*. De este modo, a pH 4, un lisosoma 
esférico primario con un volumen de 4,18 x 10" mL (diámetro de 0,2 
Lim) contendrá exactamente 252 protones. A pH 7, el mismo orgánulo 
tendrá un promedio de solamente 0,2 protones en su luz y así bombeará 
aproximadamente solo 250 protones para acidificar el lisosoma. 


Por sí solas, las bombas protónicas impulsadas por ATP no Puede 
acidificar la luz de un orgánulo (o el espacio extracelular) POrque o 
tas bombas son electrogénicas; es decir, se produce un movimiento 0 
de carga eléctrica durante el transporte. El bombeo de solo unos Poco, 
protones genera una acumulación de iones H* cargados POSitivamente 
en la cara exoplasmática (el interior) de la membrana del orgánulo, Pp, 
cada H* bombeado a través, un ion negativo (p. ej. OH" o Cl) Será “de. 
jado atrás” en la cara citosólica, lo que provocará allí la acumulación de 
iones cargados negativamente. Estos 10nes CON Cargas opuestas se atraen 
en las caras opuestas de la membrana, generando una separación de Car- 
gas, o potencial eléctrico, a través de ella. De este modo, la membrap, 
del lisosoma funciona como un condensador en un circuito eléctrico, 
que almacena cargas opuestas (aniones y cationes) en lados Opuestos de 
una barrera impermeable al movimiento de partículas cargadas, 

A medida que se bombean más protones y se acumula un exceso 
de cargas positivas en la cara exoplasmática, la energía necesaria para 
mover protones adicionales en contra de este gradiente de potencial 
eléctrico creciente aumenta notablemente y evita el bombeo de proto- 
nes adicionales mucho antes de que se establezca un gradiente de con- 
centración transmembrana de H* significativo (Fig. 11-14a). De hecho, 
ésta es la manera en la que las bombas H* de la clase P generan un 
potencial negativo en el citosol a través de las membranas plasmáticas 
de los vegetales y de las levaduras. 


(a) ATP. ADP+P; 


Citosol 


2, Potencial 
pH neutro — eléctrico 
Luz 
(b) ATP ADP+P, 
cr Ho BE E | No hay 
pH acídico H* Y potencial 
H* P eléctrico 


El 


Figura 11-14 Efecto de las bombas H* clase V en la concentración de los 
gradientes de concentración de H+ y los gradientes de potencial eléc- 
trico a través de las membranas celulares. (a) Si un oroánulo intracelulal 
contiene solo dos bombas clase V, el bombeo de protones genera un potencia 
eléctrico a través de la membrana (lado que enfrenta el citosol negativo y lado 
luminal positivo), pero no hay un cambio significativo en el pH intraluminal. 1 
Si la membrana del orgánulo también contiene canales Cl-, los aniones siguen 
pasivamente a los protones bombeados, lo que da como resultado una acumu 
lación de iones H* y Cl- en la luz (bajo pH luminal), pero sin potencial eléctrico i 
través de la membrana. 
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Para que la luz de un orgánulo o un espacio extracelular (p.ej, 
la luz del estómago) se tornen acídicos, el movimiento de protones 
debe estar acompañado de (1) el movimiento de un número igual de 
aniones (p. ej., CI) en la misma dirección o por el (2) movimiento de 
números equivalentes de un catión distinto en la dirección Opuesta. El 
primer proceso se produce en los lisosomas y las vacuolas vegetales, cu- 
yas membranas contienen ATPasas H* clase V y canales aniónicos a tra- 
vés de los cuales se mueven los iones Cl" acompañantes (Fig. 11-14b). 
El segundo proceso tiene lugar en el recubrimiento del estómago, que 
contiene una ATPasa H*/K* clase P que no es electrogénica y bombea 
un H* hacia el exterior y un K* hacia el interior. La operación de esta 
bomba se analizará posteriormente en el capítulo. 

Las bombas protónicas impulsadas por ATP en las membranas de 
las vacuolas y los lisosomas se han solubilizado, purificado e incorpo- 
rado a liposomas. Como se muestra en la Figura 11-9, estas bombas 
protónicas clase V contienen dos dominios discretos: un dominio hi- 
drofílico citosólico (V,) y un dominio transmembrana (V¿), con múl- 
tiples subunidades que forman cada dominio. La unión y la hidrólisis 
de ATP por las subunidades B, en V,, proporcionan la energía para el 
bombeo de los iones H* a través del canal que conduce protones for- 
mado por las subunidades “c” y “a” de V,. A diferencia de las bombas 
iónicas de la clase P, las bombas protónicas de la clase V no se fosforilan 
y desfosforilan durante el transporte de protones. Las bombas protó- 


(a) 


Dominios 


Exterior transmembrana 


Interior 


Dominios de 
unión al ATP 


(b) 


Exterior 


nicas clase E, de estructura similar, que describiremos en el Capítulo 
12, normalmente operan en dirección “inversa” para generar ATP más 
que para bombear protones; su estructura y mecanismo de acción se 
conoce con gran detalle. 


Las proteínas ABC exportan una gran variedad de 
fármacos y toxinas desde la célula 


Como se mencionó previamente, todos los miembros de la superfami- 
lia ABC, muy grande y diversa de proteínas de transporte contienen dos 
dominios transmembrana (T) y dos dominios de unión al ATP citosó- 
licos (A) (véase la Fig. 11-9). Los dominios T, cada uno formado por 
diez hélices o: que se extienden en la membrana, forman la vía a través 
de la cual la sustancia transportada (sustrato) atraviesa la membrana 
(Fig. 11-15a) y determina la especificidad del sustrato de cada proteína 
ABC. Las secuencias de los dominios A son aproximadamente 30-40 
por ciento homólogas en todos los miembros de esta superfamilia, lo 
que indica un origen evolutivo común. 

El descubrimiento de la primera proteína eucarióntica ABC que 
fue reconocida provino de estudios en células tumorales y células 
cultivadas que exhibían resistencia a varios fármacos con estructuras 
químicas no relacionadas. Estas células, finalmente, expresaron nive- 
les elevados de una proteína de transporte de resistencia multifármaco 
(MDR) denominada MDR] y conocida actualmente como ABCB1. 
Esta proteína utiliza la energía derivada de la hidrólisis del ATP para 
exportar una gran diversidad de sustancias desde el citosol hacia el me- 
dio extracelular. El gen Mdr1 con frecuencia está amplificado en las 
células con resistencia a múltiples fármacos, lo que da como resultado 
una superproducción de la proteína MDR1. Contrariamente a lo que 
ocurre con las proteínas bacterianas ABC, construidas con 4 subunida- 
des discretas, los 4 dominios ABCB1 de los mamíferos se fusionan en 
una proteína única de 170 000 MW. 


Figura 11-15 El transportador multifármaco ABCB1 (MDR1): estructu- 

ra y modelo de exportación de ligando. (a) Corte transversal a través del 
centro de una proteína ABCB1 unida a dos moléculas de un fármaco análogo 
q259-sss (negro), que revela la localización central del sitio de unión al ligando 
con relación a la bicapa fosfolipídica: la cavidad central de unión al ligando se 
encuentra próxima a la interfase entre ambas lamelas de la membrana. Durante 
el transporte, esta cavidad de unión queda alternativamente expuesta a la 
superficie exoplasmática y citosólica de la membrana. Las serinas 289 y 290 
afectan la especificidad por el ligando del transportador y se muestran como 
esferas rojas, para resaltar su yuxtaposición al ligando unido. Los residuos de 
superficie están coloreados en amarillo para denotar hidrofobicidad y en azul 
para denotar hidrofilicidad de los aminoácidos. (b) Estructura tridimensional 

de la ABCB1 con su sitio de unión al ligando que enfrenta el interior hacia el 
citosol, En esta conformación, un ligando hidrofílico puede unirse directamente 
desde el citosol. Un ligando más hidrofóbico puede distribuirse en la lamela 
interna de la membrana plasmática y entrar luego en el sitio de unión al ligando 
a través de un espacio en la proteína que es accesible directamente al núcleo 
hidrofóbico de la lamela interna. (c) Modelo para la estructura de la ABCB1 

con su sitio de unión al ligando que enfrenta el exterior, sobre la base de las 
estructuras de proteínas bacterianas ABC homólogas. Cuando el transportador 
asume esta conformación, el ligando puede difundir a la lamela exoplasmática 
o directamente hacia el medio extracelular acuoso. (Tomado de D Gutman y cols, 2009, 
Trends Biochem. Sci. 35:36-42. Estructuras tomadas de S. G Aller y cols. 2009, Science, 323:1718-1722,) 
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Estos sustratos de la ABCB1 de los mamíferos son, esencialmente, 
moléculas planas, liposolubles, con una o más cargas positivas; todas 
compiten entre sí por el transporte, lo que sugiere que se unen al mis- 
mo sitio o sitios que se superponen en la proteína. Muchas sustancias 
transportadas por la ABCB1 difunden desde el medio extracelular a 
través de la membrana plasmática, sin la ayuda de proteínas de trans- 
porte, hacia el citosol celular, donde bloquean varias funciones de la 
célula. Dos fármacos de este tipo son la colchicina y la vinblastina, que 
bloquean el ensamblaje de los microtúbulos (Cap. 18). La exportación 
impulsada por ATP de estos fármacos, por la MDR1, reduce su concen- 
tración en el citosol. Como resultado, se necesita una concentración de 
fármaco extracelular mucho más elevada para eliminar las células que 
expresen ABCB] que la que se requeriría para no hacerlo. La ABCB1 
es una bomba impulsada por ATP de pequeñas moléculas que ha sido 
demostrada en liposomas que contienen la proteína purificada. Dife- 
rentes sustancias aumentan la actividad de ATPasa de estos liposomas 
de modo dependiente de la dosis, en concordancia con su capacidad 
para ser transportadas por ABCB1. 

Las estructuras tridimensionales de ABCB1, junto con las de los 
transportadores bacterianos ABC homólogos, revelaron su mecanismo 
de transporte, así como su capacidad para unir y transportar un am- 
plio espectro de sustratos hidrofílicos e hidrofóbicos (Fig. 11-15). Los 
2 dominios T forman un sitio de unión en el centro de la membrana 
que alterna entre una orientación que enfrenta el interior (Fig. 11-15b) 
y el exterior (Fig. 11-15c). La alternancia entre estos dos estados con- 
formacionales de la proteína es impulsada por la unión de ATP a las 2 
subunidades A y la hidrólisis posterior a ADP y Pi, pero no se conoce 
con precisión el modo en que esto sucede. 

La cavidad de unión al sustrato, formada por ABCBI, es grande. 
Parte de los aminoácidos que recubren la cavidad tienen cadenas late- 
rales aromáticas, principalmente tirosina y fenilanalina, lo que permite 
que la ABCB1 se una a múltiples tipos de ligandos hidrofóbicos. Otros 
segmentos de la cavidad están recubiertos por residuos hidrofílicos, 
y esto permite que se unan moléculas hidrofílicas o anfipáticas. En la 
conformación que mira hacia la cara interna, el sitio de unión se abre 
directamente a las soluciones acuosas que lo rodean, permitiendo que 


Proteínas ABC humanas seleccionadas 


Proteína Expresión en tejidos 


ABCB1 (MDR1) Suprarrenal, riñón, cerebro 


ABCB4 (MDR2) Hígado 

ABCB11 Hígado 

CFTR Tejido exocrino 

ABCDI Ubicua en la membrana 


de los peroxisomas 


Función 


Transporta ¡ones Cl 


Influencia la actividad de las enzimas de los 
peroxisomas que oxidan ácidos grasos de 


las moléculas hidrofílicas entren al sitio de unión directamente desde 

citosol. Existe una brecha en la proteína accesible directamente desde Ñ 
núcleo hidrofóbico de la lamela interna de la bicapa de la memb E 
esto posibilita el ingreso de las moléculas hidrofóbicas al sitio de Unión 
directamente desde la lamela interna de la bicapa fosfolipídica (Filo 
11-15b). Después de producido el cambio de conformación iMPulsado 
por ATP que mira hacia el exterior, las moléculas pueden salir del sitio 
de unión en la lamela de la membrana exoplasmática o directament, 


Pana; 


hacia el medio extracelular (Fig. 1 1-15c). 
Actualmente, se reconocen aproximadamente 50 Proteínas de 


transporte ABC en los mamíferos (Cuadro 1 Ad Varias Se expresan ey 
abundancia en el hígado, los intestinos y el riñón —sitios donde se q; 
minan los productos tóxicos naturales y los productos de desecho del 
organismo-. Los sustratos de estas proteínas ABC incluyen azúcares, 
aminoácidos, colesterol, ácidos biliares, fosfolípidos, péptidos, proteí- 
nas, toxinas y sustancias extrañas. La función normal de ABCB1 proba. 
blemente consista en transportar varias toxinas naturales y metabólicas 
hacia la bilis o la luz intestinal para que se excreten en la orina que se 
está formando en los riñones. Durante el transcurso de la evolución, la 
ABCBI parece haber adquirido la capacidad de transportar fármacos 
cuyas estructuras son similares a los de estas toxinas endógenas. Los 
tumores derivados de los tipos celulares que expresan MDR, como los 
hepatomas (cánceres hepáticos), con frecuencia, son resistentes a casi 
todos los agentes quimioterapéuticos; por lo tanto, resultan difíciles de 
tratar, presumiblemente, porque los tumores exhiben una expresión 
elevada de ABCB1 o una proteína relacionada con ABC. 


Ciertas proteínas ABC “voltean” fosfolípidos 
y otros sustratos liposolubles desde una lamela 
de la membrana hacia la otra 


Como se muestra en la Figura 11-5b y c, la ABCB1 puede mover o 
“bombear” una molécula de sustrato hidrofóbica o anfipática desde la 
lamela interna de la membrana hacia la lamela externa. Esta es una 
reacción, por lo demás, energéticamente desfavorable, impulsada por 
la actividad de ATPasa acoplada de la proteína. El apoyo para este -así 
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proteína defectuosa 
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Exporta fosfatidilcolina a la bilis 
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Hígado, intestino Exporta colesterol y otros esteroles 
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ABCA1 


Exporta colesterol y fosfolípidos para la capta- 


Enfermedad de Tangier 


ción a lipoproteínas de alta densidad (HDL) 


492 CAPÍTULO 11 * Transporte de ¡ones y moléculas pequeñas a través de la membrana 


denominado— modelo de flipasa de transporte por ABCB1 proviene de 
experimentos realizados en la ABCB4 (llamada originalmente MDR2), 
una proteína homóloga a la ABCBI, presente en la región de la mem- 
brana plasmática de los hepatocitos que vira hacia los canalículos bilia- 
res. La ABCB4 mueve fosfatidilcolina desde la lamela citosólica hacia la 
exoplasmática de la membrana plasmática para la liberación posterior 
hacia la bilis, en combinación con el colesterol y los ácidos biliares, que 
son transportados por otros miembros de la familia ABC. Varios otros 
miembros de la superfamilia ABC participan en la exportación celular 
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FIGURA EXPERIMENTAL 11-16 Ensayo de desactivación de la fluores- 
cencia in vitro que puede detectar actividad de la flipasa de fosfolípidos 
de ABCB4. Una población homogénea de vesículas secretoras que contienen 
la proteína ABCB4 se obtuvo introduciendo el CONA que codifica la ABCB4 de 
mamífero a una mutante de levadura sensible a la temperatura sec, de modo tal 
que la ABCBA se localizara intracelularmente en vesículas del retículo endo- 
plasmático en su orientación normal y con la cara citosólica de las vesículas 
enfrentando el exterior (véase la Fig. 14-4). Paso [E los fosfolípidos sintéticos que 
contienen un grupo de la cabeza modificado con fluorescencia, sintético, (en 
azul) se incorporaron primero a las lamelas citosólicas externas de las vesículas 
purificadas. Paso EJ: si ABCB4 actuara Como Una flipasa, entonces al adicionar 
ATP al exterior de las vesículas, una pequeña fracción de los fosfolípidos marca- 
dos que enfrentan el exterior pasarían a la lamela interna. Paso El el cambio de 
larnela se detectaría al añadir un compuesto que se desactiva, impermeable en 


de varios lípidos, presumiblemente, por mecanismos similares a los de 


la ABCB1 (véase el Cuadro 1 l-3). o 
Se sospechó inicialmente que la ABCBA tenía actividad de flipa- 


sa de fosfolípidos porque los ratones que presentaban mutaciones con 


pérdida de la función en el gen ABCBA4 exhibían defectos en la secre- 
bilis. Para determinar directamente 


los investigadores llevaron a 
vesículas purifi- 
¡ales con ABCB4 


ción de fosfatidilcolina hacia la 
si la ABCB4 —en efecto- era una flipasa, 
cabo experimentos en una población homogénea de 
cadas aisladas a partir de mutantes de levaduras espec 
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no protegidos, 
desactivados Lípidos internos marcados: 


protegidos, fluorescentes 
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———Y 
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Micela: 
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Adición 
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de detergente 
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Tiempo (min) 


la membrana, denominado ditionita, al medio que rodeara las vesículas. La ditio- 
nita reacciona con el grupo fluorescente de la cabeza destruyendo su capacidad 
de fluorescer (gris). En presencia del desactivador, solo el fosfolípido marcado en 
el ambiente protegido de la lamela interna Ñuorescería. Después de la adición 
del agente desactivador, la fluorescencia total disminuye con el tiempo hasta 
que alcanza un plateau en el punto en el cual toda la fluorescencia externa 

se apaga y solo puede detectarse la fluorescencia del fosfolípido interno. La 
observación de mayor fluorescencia (menor desactivación), en presencia de 
ATP y en ausencia de éste, indica que la ABCB4 ha cambiado de lugar parte del 
fosfolípido marcado al interior. No se muestran aquí vesículas “control” aisladas 
de células que no expresan ABCB4 y que no exhibieron la actividad de flipasa. 
Paso El la adición de detergente a las vesículas genera micelas y, bajando la 
fluorescencia a valores basales, hace que todos los líquidos fluorescentes sean 
accesibles al agente de desactivado. (Adaptado de S. Ruetz y P Gros, 1994, Cell 77:1071) 
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en la membrana y con la cara citosólica dirigida hacia el exterior (Pig. 
11-16). Después de purificar estas vesículas, los investigadores las mar- 
caron in vitro con un derivado fluorescente de la fosfatidilcolina. El 
ensayo de desactivación de la fluorescencia, que se describe en la Pi- 
gura 11-16, se empleó para demostrar que las vesículas que contenían 
ABCB4 exhibían una actividad de flipasa dependiente del ATP. 


El regulador transmembrana ABC en la fibrosis 
quística (CFTR) es un canal de cloro, no una bomba 


Varias enfermedades genéticas humanas están asociadas con proteínas 
ABC defectuosas (véase el Cuadro 11-3). La mejor estudiada y la más 
extendida es la fibrosis quística (FQ). Ésta es provocada por una mu- 
tación en el gen que codifica el regulador transmembrana de la fibrosis 
quística (CFTR, también llamado ABCC?7). Al igual que otras proteí- 
nas ABC, el CFTR tiene 2 dominios T transmembrana y 2 dominios 
citosólicos A o de unión al ATP. El CFTR contiene 1 dominio R (de 
regulación) adicional en la cara citosólica; el R une las dos mitades ho- 
mólogas de la proteína, creando una organización general de dominio 
de T1-A1-R-T2-A2. Pero el CFTR es una proteína de canal de CI”, no 
una bomba iónica. Se expresa en las membranas apicales de las células 
epiteliales del pulmón, las glándulas sudoríparas, el páncreas y otros te- 
Jidos. Por ejemplo, la proteína CFTR es importante para la recaptación, 
en las células de las glándulas sudoríparas, del CI" que se pierde por 
sudoración; los bebés con fibrosis quística, si se los lame, con frecuencia 
tienen sabor “salado” porque esta recaptación se encuentra inhibida. 
El canal de CI? de CFTR normalmente está cerrado. La apertura del 
canal se activa por la fosforilación del dominio R por una proteincina- 
sa (PKA, que se analizará en el Cap. 15) que, a su vez, se activa por un 
incremento del AMP cíclico (AMP), una pequeña molécula de seña- 
lización intracelular. La apertura del canal requiere, además, la unión 
secuencial de dos moléculas de ATP a los dos dominios A (Fig. 11-17). 


Ma Aproximadamente dos tercios de todos los casos de enfermos que 
padecen FQ pueden ser atribuidos a una mutación única en el 
CFTR: la deleción de Phe 508 en el dominio de unión Al al ATP. A la 
temperatura del organismo, la proteína mutante no puede plegarse 


Cara 
externa 


Figura 11-17 Estructura y función del regula- 
dor de transmembrana en la fibrosis quís- 

tica (CFTR). Interpretación estructural del ciclo 
dependiente de compuerta de ATP de los canales 
fosforilados CFTR. El dominio regulatorio (R) (que no 
se muestra) debe fosforilarse antes de que el ATP 
sea Capaz de sostener la apertura del canal. Un ATP 
(circulo amarillo) se une estrechamente al dominio 
A1 (verde). La unión del segundo ATP al dominio A2 
(azul) es seguida de la formación de un heterodíme- 2 
ro intramolecular estrecho A1-A2 y la lenta apertura 
del canal. El estado de apertura relativamente esta- 
ble se desestabiliza por la hidrólisis del ATP unido a 
A2, al pasar a ADP (medialuna roja) y Pi. La posterior 
rotura del dimero estrecho A1-A2 conduce al cierre 
del canal. T = dominio transmembrana; A= dominio 
de unión al ATP en el citosol (Tomado de DC. Gatsby y cols, 
2006, Nature 440:447 and 56 Aller, 2009, Science 323:1718) 
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adecuadamente y moverse hacia la superficie celular, donde Norma] 
mente actúa. Resulta interesante que si las células que expresan la hd 
teína mutante se incuban a temperatura ambiente, la proteína se e 
mula normalmente en la membrana plasmática, donde funciona e 
tan bien como el canal CFTR de tipo silvestre. Actualmente, están din. 
giéndose notables esfuerzos a la identificación de pequeñas molécula, 
que permitirían que la proteína mutante, en los pacientes con FO, 5e 
desplazara normalmente hacia la superficie celular y, de este modo, , 


e 
revertirían los efectos de la enfermedad. M 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 11.3 


Las bombas impulsadas por ATP y el ambiente 
iónico intracelular 


+ Cuatro clases de proteínas transmembrana acoplan la energía liberada 
por la hidrólisis del ATP con el transporte de sustancias en contra de 
sus gradientes de concentración, que requiere energía: las bombas cla. 
ses P-, V- y F- y las proteínas ABC (véase la Fig. 11-9). 


* La acción combinada de las ATPasas Na*/K* clase P de la membrana 
plasmática y las ATPasas Ca** homólogas de la membrana plasmática o 
el retículo sarcoplasmático crea el medio iónico habitual de las células 
animales: alto K*, bajo Ca** y bajo Na* en el citosol; bajo K*; alto Ca? 
y alto Na* en el líquido extracelular. 


* En las bombas clase P, la fosforilación de la subunidad ar (catalítica) 
y los cambios en los estados de conformación son esenciales para el 
acoplamiento de la hidrólisis de ATP al transporte de iones H*, Na*, K* 
o Ca?* (véanse las Figs. 11-10 a 11-13). 


* Las ATPasas clase V y F, que transportan exclusivamente protones, son 
complejos grandes de múltiples subunidades que presentan un canal 


que conduce protones en el dominio transmembrana y sitios de unión 
al ATP en el dominio citosólico. 


* Las bombas de H* clase V en las membranas de los lisosomas y endo- 
somas animales, y las membranas de las vacuolas de vegetales cumplen 
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la función de mantener un pH más bajo dentro de los orgánulos que en 


el citosol que los rodea (véase la Fig. 11-14). 

. Todos los miembros de la superfamilia ABC, grande y diversa, de 
proteínas de transporte contienen 4 dominios centrales: dos dominios 
transmembrana que forman una vía para el movimiento de solutos y 
determinan la especificidad del sustrato y dos dominios citosólicos que 
unen ATP (véase la Fig. 11-15). 


. La superfamilia ABC incluye aminoácidos bacterianos y permeasas 
de azúcares, y aproximadamente 50 proteínas de mamíferos (p. ej., 
ABCB1, ABCA1), que transportan un amplia variedad de sustratos, 
incluso toxinas, fármacos, fosfolípidos, péptidos y proteínas hacia el 
interior y el exterior de la célula. 


«Los dos dominios T del transportador multifármaco ABCB1 forman 
un sitio de unión al ligando en el medio del plano de la membrana; los 
ligandos pueden unirse directamente desde el citosol o desde la lamela 
de la membrana interna, a través de un hueco en la proteína. 


- Los experimentos bioquímicos demuestran de modo directo que 
ABCB4 (MDR2) posee actividades flipasa de fosfolípido (véase la Fig. 
11-16). 


« La CFTR, una proteína ABC, es una proteína canal de CI, no una 
bomba iónica. La apertura del canal es desencadenada por una fos- 
forilación proteica y por la unión del ATP a los dos dominios A (Fig. 
11-17). 


11.4 Canales iónicos sin compuerta y potencial 
de membrana en reposo 


Además de las bombas ¡ónicas impulsadas por ATP, que transpor- 
tan iones en contra de sus gradientes de concentración, la membrana 
plasmática contiene proteínas canal que permiten que los principa- 
les iones celulares (Na*, K*, Ca2* y CI") se muevan a través de éstos 
a diferentes velocidades a favor de sus gradientes de concentración. 
Los gradientes iónicos generados por las bombas y los movimientos 
selectivos de iones a través de los canales constituyen el principal me- 
canismo por el cual una diferencia de voltaje, O potencial eléctrico, 
se genera a través de la membrana plasmática. En otras palabras, las 
bombas iónicas impulsadas por ATP generan diferencias en las con- 
centraciones iónicas a través de la membrana plasmática, y los canales 
iónicos utilizan estos gradientes de concentración para generar un 
potencial eléctrico estrechamente controlado a través de la membra- 
na (véase la Fig. 11-3). 

En todas las células, la magnitud de este potencial eléctrico, por 
lo general, es — 70 milivoltios (mV), con la cara citosólica dentro de la 
membrana celular siempre negativa con respecto a la cara exoplasmá- 
tica. Este valor no parece muy probable hasta que consideramos ape 
el grosor de la membrana plasmática €s de solamente A 3,5 nm. Así, el 
gradiente de voltaje a través de la membrana plasmática es de 0,07 V 
por 3,5 x 1077 cm, ¡o 200 000 voltios por centímetro! (Para apreciar el 
significado de esto, considere que la transmisión de las líneas de alto 
voltaje para la electricidad emplean gradientes de aproximadamente 
200 000 voltios por kilómetro, ¡10% veces menos!) 

Los gradientes iónicos y el potencial eléctrico a través de la mem- 
brana plasmática desempeñan funciones cruciales en muchos pro- 


mo se notó anteriormente, un incremento en la 
2+ citosólico es Una señal de regulación impor- 
las células musculares y desenca- 
n de proteínas, como las enzimas 


cesos biológicos. Co 
concentración de Ca 
tante, que inicia la contracción de 
dena, en muchas células, la secreció | 
digestivas desde las células del páncreas. En numerosas células ani- 
males, la fuerza combinada del gradiente de concentración de Na* y 
el potencial eléctrico de la membrana impulsan la captación de ami- 
noácidos y de otras moléculas en contra de sus gradientes as concen- 
tración, por proteínas de simporte y antiporte (véanse la Fig. 11-3 y la 
Sección 11.5). Más aún, la señalización eléctrica en las células nervio- 
sas depende de la apertura y el cierre de canales iónicos en respuesta a 
los cambios del potencial eléctrico de la membrana (Cap. 22). 

Aquí analizamos el origen del potencial eléctrico de la membrana 
en las células no neuronales en reposo, denominado con frecuencia el 
“potencial de reposo” de las células; el modo en el que los canales ¡óni- 
cos median el movimiento selectivo iónico a través de una membrana 
y las técnicas experimentales útiles para caracterizar las propiedades 
funcionales de las proteínas canal. 


El movimiento selectivo de los iones crea un 
gradiente eléctrico a través de la membrana 


Para ayudar a explicar el modo en que puede surgir el potencial eléc- 
trico a través de la membrana plasmática, consideraremos en primer 
término un conjunto de sistemas experimentales simplificados en los 
cuales una membrana separa una solución 150 mM de NaCl/15 mM 
KCI (similar al medio extracelular que rodea las células de los Me- 
tazoos) a la derecha de una solución 15 mM de NaCl/150 mM KCI 
(similar a la del citosol) a la izquierda (Fig. 11-18a). Se conecta un 
potenciómetro (voltímetro) a ambas soluciones para medir cualquier 
diferencia de potencial eléctrico a través de la membrana. Si la mem- 
brana fuera impermeable a todos los iones, no fluirían iones a través 
de ella. Inicialmente, ambas soluciones contienen un número igual 
de iones con carga positiva y negativa. Más aún, no habrá diferencia 
de voltaje o gradiente de potencial eléctrico a través de la membrana, 
como se observa en la Figura 11-18a. 

Supongamos ahora que la membrana contiene proteínas canal 
para Na* que acomodan los iones Na” pero excluyen los iones K* 
y CI (Fig. 11-18b). Entonces los iones Na? tienden a moverse a fa- 
vor de su gradiente de concentración desde el lado derecho hacia 
el izquierdo, lo que deja un exceso de iones CI" negativos, en com- 
paración con los iones Na* del lado derecho, y genera un exceso de 
¡ones Na*, en comparación con los iones Cl” en el lado izquierdo. El 
exceso de Na* a la izquierda y de CI" a la derecha permanece cerca 
de las superficies respectivas de la membrana porque el exceso de 
cargas positivas a un lado de la membrana es atraído por el exceso 
de cargas negativas al otro lado. La separación resultante de carga 
a través de la membrana constituye un potencial eléctrico o voltaje 
con el lado izquierdo (citosólico) de la membrana, con un exceso de 
carga positiva con respecto al derecho. 

A medida que más ¡ones Na* se mueven a través de los canales 
atravesando la membrana, la magnitud de esta diferencia de carga 
(es decir, voltaje) se incrementa. Sin embargo, el movimiento conti- 
nuo de derecha a izquierda de los ¡ones Na* es inhibido, finalmente, 
por la repulsión mutua entre el exceso de cargas positivas (Na?), 
acumuladas en el lado izquierdo de la membrana, y la atracción de 
iones Na* al exceso de cargas negativas acumuladas en el lado de- 
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(c) Membrana permeable solo al K* 
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FIGURA EXPERIMENTAL 1 1-18 La generación de un potencial eléct; 
co transmembrana (voltaje) depende del movimiento selectivo de 

los iones a través de una membrana semipermeable. En este sister, A 
experimental, una membrana separa una solución 15 mM de NaCI/¡5p , " 
KC! (izquierda) de una solución 150 mM NaCI/15 mM KCI (derecha), estas 
concentraciones iónicas son similares a las presentes en el citosol y la SaNQre 
respectivamente. Si la membrana que separa ambas soluciones eS IMpermesy.. 
a todos los iones (a), no habrá movimiento IÓNICO a través de la membrana y, 
registrará diferencia de potencial eléctrico en el poroto QUE COnec1a, 
dos soluciones. Si la membrana es selectivamente permeable SOÍO a los ¡ome 
Na+ (b) o K* (c), la difusión de iones a través de sus canales [eSPECIIVOS Cop, 
a una separación de cargas a través de la menterana En eeplloño, el potery 
de membrana provocado por la separación de cargas es igual al potencia! q. 
Nernst (Eya) O Ex registrado en el potenciómetro. Véase el texto para armplay a 


información. 


recho. El sistema rápidamente alcanza un punto de equilibrio ey e; 
cual los dos factores opuestos que determinan el movimiento q: 
los iones Na* —el potencial eléctrico de la membrana y el gradiente 
de concentración ¡iónica— se equilibran entre sí. En equilibrio, no 
hay movimiento neto de iones Na* a través de la membrana. Así, 
esta membrana, al igual que todas las membranas biológicas, actúa 
como un condensador —un dispositivo que consiste en una lámina 
delgada de un material no conductor (el interior hidrofóbico) ro- 
deado a ambos lados por un material conductor de la electricidad 
(los grupos de las cabezas polares de los fosfolípidos y los iones en 
la solución acuosa que las rodea) que pueden almacenar cargas po- 
sitivas de un lado y negativas del otro. 

Si una membrana es permeable solo a los iones Na*, entonces en 
equilibrio, el potencial eléctrico medido a través de la membrana ¡guala 
al potencial de equilibrio del Na* en voltios, Ey,. La magnitud de És, 
es dada por la ecuación de Nernst, derivada de los principios básicos de 


la fisicoquímica: 


= RL pp ie : 
Ena 7 ZE" [Na,,) paa 


donde R (la constante de los gases) = 1,987 cal/(grados-mol), o 8,28 
joules/(grados - mol); T (la temperatura absoluta en grados Kelvin' 
= 293 “K a 20 *C; Z (la carga, también denominada valencia) aqu 
= +1; F (la constante de Faraday) = 23,062 cal/(mol - V) o 96 00 
coulombs/(mol - V); [Na;,g) y [Nag.,] son las concentraciones de Ni 
a los lados izquierdo y derecho, respectivamente, en equilibrio. Po! 
convención, el potencial se expresa como la cara citosólica de la me” 
brana con relación a la cara exoplasmática, y la ecuación se escriDe 
con la concentración de los iones en la solución extracelular (2q%' 
el lado derecho de la membrana), ubicada en el numerador; y la del 
citosol, en el denominador. 
A 20 *C, la Ecuación 11-2 se reduce a: 


[Na,..] (1 1-3) 
= 0,059lo his Ñ 7 
En, MITO 


¡ ; : . mo 
Si [Nayer)/[Na;,] = 10, un cociente de concentraciones de diez, CO 


en la Figura 11-18b, entonces Ey, = +0,059 V (o + 59 mV), con £ 
lado izquierdo, citosólico, positivo con respecto al lado derec 
plasmático. 


ho, exo” 
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Si la membrana fuera permeable solo a jones K* y no a ¡ones Na? 
o CF, una ecuación similar describiría el potencial de equilibrio de po 
tasio Ej: 


E = 0,059log,, «tel 

K * [K,) (11-4) 
La magnitud del potencial eléctrico de membrana es la misma ( 
para una diferencia de 10 veces en la concentración de l0nes) excepto 
que el lado izquierdo, citosólico, ahora será negativo con respecto al 


derecho (Fig. 11-18c), opuesto a la polaridad obtenida a través de la 
membrana selectivamente permeable a los iones Na*. 


59 mV 


El potencial de membrana en reposo en las células 
animales depende en gran medida del flujo de 
iones K* a través de los canales K* abiertos 


Las membranas plasmáticas de las células animales contienen muchos 
canales abiertos K*, pero pocos canales abiertos de Na*, Cl- o Ca?*. 
Como resultado de ello, gran parte del movimiento iónico a través de 
la membrana plasmática es de K*, desde el interior hacia el exterior, im- 
pulsado por el gradiente de concentración de K*, que deja un exceso de 
cargas negativas en la cara citosólica de la membrana plasmática y crea 
un exceso de cargas positivas en la cara exoplasmática, similar al sistema 
experimental que se muestra en la Figura 11-18c. Este eflujo de ¡ones 
K* a través de estos canales, denominados canales de K* en reposo, es 
el principal determinante del potencial de membrana negativo en el 
interior. Al igual que todos los canales, éstos alternan entre un estado 
abierto y uno cerrado (Fig. 11-2), pero como su apertura y cierre no se 
ven influidos por el potencial de membrana o por pequeñas moléculas 
de señalización, estos canales no son de compuerta. Los varios canales de 
compuerta de las células nerviosas (Cap. 22) se abren solo en respuesta a 
ligandos específicos o a cambios en el potencial de la membrana. 
Cuantitativamente, el potencial de membrana en reposo habitual 
de -70 mV está cerca del potencial de equilibrio del potasio, calculado 
a partir de la ecuación de Nernst, y las concentraciones de K* en las cé- 
lulas y el medio que las rodea, que se muestra en el Cuadro 11-2. Habi- 
tualmente, el potencial es más bajo (menos negativo) que el calculado a 
partir de la ecuación de Nernst, por la presencia de O aid canales 
abiertos de Na*. Estos canales abiertos de Na* permiten el influjo neto 
de ¡ones Na*, lo que hace que la cara citosólica de la membrana plas- 
menos negativa que la predicha por 


la ecuación de Nernst para el K*. El gradiente de ac de K*, 
jo de ¡ones a través de los canales de K* en reposo, se 
genera por la Na*/K* ATPasa descrita anteriormente ca Cb 
11-3 y 11-13). En ausencia de esta bomba, o cuando est . ibi . , 
gradiente de concentración de K* no puede mantenerse, la enn u 
del potencial de membrana cae a cero y la célula e e 
Aunque los canales de K* en reposo desempeñan : me 2 
nante en la generación del potencial eléctrico a través Ce la 0 e 
plasmática de las células animales, esto no Es lo que == en las ó 
terias, vegetales y hongos. El potencial de membrana con € pue q 
gativo, en las células vegetales y los hongos, Sepan per ai € 
de protones cargados positivamente (H*) hacia el exterior de la célu e 
por medio de bombas protónicas impulsadas por ATP, un proceso E 
mejante al que se produce en las membranas el los lisosomas E es 
de canales de CI (véase la Fig. ] 1-14a): cada H* bombeado hacia el ex- 


mática sea más positiva, es decir, 


que impulsa el flu 


11.4 Canales iónicos sin compuerta y potencial de membrana en reposo 


+40 40 


Potenciómetro 
+80 


Microelectrodo Electrodos de 


lleno con referencia en contacto 
solución salina con el medio de baño 
conductora 
Medio de baño 
$b ERES + + 
[as nn a il an 
Citosol 


Membrana plasmática 


FIGURA EXPERIMENTAL 11-19 Puede medirse el potencial eléctrico 

a través de la membrana plasmática de las células vivas. Se inserta un 
microelectrodo construido con un tubo de vidrio de un diámetro, muy delgado, 
con un líquido conductor -como una solución de KCl- en una célula, de modo 
tal que la membrana de la superficie se selle alrededor de la punta del electro- 
do. Se coloca un electrodo de referencia en la solución de baño. El potencióme- 
tro que conecta los dos electrodos registra el potencial, en este caso -60mV, con 
la cara citosólica negativa con respecto a la cara exoplasmática de la membrana. 
Se registra una diferencia de potencial solo cuando el microelectrodo se inserta 
en la célula; no se detecta diferencia de potencial si el microelectrodo se en- 
cuentra en la solución de baño. 


terior de las células deja atrás un ion CI", lo que genera un gradiente de 
potencial eléctrico (cara citosólica negativa) a través de la membrana. 
En las bacterias aerobias, el potencial negativo en el interior de la célula 
se origina por un bombeo de los protones hacia el exterior durante el 
transporte electrónico, en un proceso similar al del bombeo de proto- 
nes en las membranas internas de las mitocondrias, que se analizará en 
detalle en el Capítulo 12 (véase la Fig. 12-16). 

El potencial a través de la membrana plasmática de las células gran- 
des puede ser medido por un microelectrodo insertado dentro de la 
célula y un electrodo de referencia ubicado en el líquido extracelular. 
Los dos están conectados a un potenciómetro capaz de medir pequeñas 
diferencias de potencial (Fig. 11-19). El potencial a través de la super- 
ficie de la membrana de la mayoría de las células animales, por lo ge- 
neral, no varía en el tiempo. Por el contrario, las neuronas y las células 
musculares —los principales tipos de células con actividad eléctrica- ex- 
perimentan cambios controlados en su potencial de membrana, como 
analizaremos en el Capítulo 22. 


Los canales iónicos son selectivos para ciertos iones 
en virtud de un “filtro selectivo” molecular 


Todos los canales iónicos exhiben especificidad por ¡ones particulares: los 
canales de K* permiten que los K* pero no los iones Na* muy relacionados 
ingresen, mientras que los canales de Na* admiten los Na* pero no los K*. 
La determinación de la estructura tridimensional de un canal bacteriano 
de K* mostró, en primer término, de qué modo se logra esta exquisita 
selectividad iónica. Las comparaciones de las secuencias y estructuras de 
otros canales de K* de organismos tan distintos como bacterias, hongos y 
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(a) Subunidad individual 


Segmento P 


Filtro de 


b Exterior 
selectivo 


Hélice 
externa 
(S5) 


Membrana 

Hélice 

interna 
(86) 


Citosol 


FIGURA 11-20 La estructura de un canal de K+ en reposo de la bacteria 
Streptomyces lividans. Todas las proteínas canal de K+ son tetrámeros com- 
puestos por cuatro subunidades idénticas, cada una de las cuales contienen 
dos hélices a conservadas que se extienden en la membrana, denominadas por 
convención S5 y S6, y un segmento P más corto o segmento poro. (a) Una de 
las subunidades, en una vista lateral, con sus características estructurales Clave 
indicadas. (b) El canal tetramérico completo en vista lateral (izquierda) y la parte 
superior o extremo extracelular (derecha). Los segmentos P (rosado) se localizan 
cerca de la superficie exoplasmática y conectan las hélices a, S5 y S6 (amarillo y 


seres humanos estableció que todos comparten una estructura en común 
y, probablemente, hayan evolucionado de un solo tipo de canal proteico. 
Al igual que otros canales de K*, los canales de K* de las bacterias 
están construidos por cuatro subunidades transmembrana idénticas 
dispuestas de modo simétrico alrededor de un poro central (Fig. 11-20). 
Cada subunidad contiene dos hélices q. que se expanden en la membra- 
na (S5 y S6) y un segmento P (poro) corto que penetra parcialmente 
en la bicapa de la membrana, desde la superficie exoplasmática. En el 
canal de K* tetramérico, las ocho hélices transmembrana a. (dos de cada 
subunidad) forman un cono invertido, lo que genera una cavidad llena 
de agua denominada vestíbulo, en la porción central del canal que se 
extiende a mitad de camino, a través de la membrana, hacia el lado cito- 
sólico. Cuatro bucles extendidos que son parte de los cuatro segmentos 
P forman el filtro iónico selectivo real, en la parte estrecha del poro, cerca 
de la superficie exoplasmática, por encima del vestíbulo. 

Varias evidencias relacionadas avalan el papel de los segmentos P 
en la selección de los iones. En primer término, la secuencia de ami- 
noácidos del segmento P es homóloga en todos los canales de K* co- 
nocidos y es diferente de la de los otros canales iónicos. En segundo 
lugar, la mutación de ciertos aminoácidos en este segmento altera la 
capacidad de un canal de K* de distinguir entre Na* y K*. Finalmen- 
te, el reemplazo del segmento P de un canal K* de las bacterias por el 
segmento homólogo de un canal de K* de mamífero da como resulta- 
do una proteína quimérica que exhibe selectividad normal por el K* 
preferencialmente frente a otros iones. Así, se considera que todos los 
canales de K* emplean el mismo mecanismo para distinguir K* con 
respecto a otros iones. 

Los iones Na* son más pequeños que los iones K+. ¿Cómo, entonces, 
puede un canal proteico excluir iones Na* más pequeños y permitir, no 
obstante, el paso de iones K* de mayor tamaño? La capacidad del filtro 
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(b) Canal tetramérico 


lon K+ 
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Filtro selectivo 


Hélice P 


Vestíbulo 


plata); consisten en dos “torrecillas”no helicoidales que cubren la parte superior 
del poro; una hélice a corta y un bucle extendido que sobresale hacia la parte 
más estrecha del poro y forma el filtro de selectividad iónica. Este filtro permite 
que pase el K* (esferas púrpura) pase, pero no otros iones. Más allá del filtro, se 
encuentra la cavidad central o vestíbulo tapizado por las hélices internas y 05. 
La subunidades en los canales K+ con compuerta que se abren y se cierran en 
respuesta a estímulos específicos contienen hélices transmembrana adicionales 
que no se muestran aquí; éstas se analizan en el Capítulo 22, (Vease Y. Zhou y cols, 
2001 Nature 414:43) 


selectivo a los iones para permitir K* preferencialmente antes que Na* 
en sus canales K* se debe, principalmente, a los oxígenos del esqueleto 
carbonilo de los residuos localizados en la secuencia Gly-Tyr-Gly, pre- 
sente en la posición análoga en el segmento P en cada canal K* conocido, 
Cuando un ion K* ingresa en el filtro selectivo estrecho —el espacio entre 
las secuencias filtro del segmento P al que contribuyen cuatro subunida- 
des adyacentes— pierde sus ocho moléculas de agua de hidratación, pero 
se une con la misma geometría a ocho oxígenos del esqueleto carboni- 
lo, dos del bucle extendido de cada uno de los cuatro segmentos P que 
recubren el canal (Fig. 11-21a, parte inferior izquierda). De este modo, 
se requiere poca energía para eliminar las ocho moléculas de agua de 
hidratación de un ion K+ y, como resultado, se requiere relativamente 
poca energía de activación para el paso de ¡ones K* hacia el interior del 
canal, desde una solución acuosa. Un ion Na* deshidratado es demasiado 
pequeño como para unir los ocho oxígenos del carbonilo que recubren el 
filtro selectivo con la misma geometría que un ion Na*, rodeado por sus 
ocho moléculas normales de agua en la solución acuosa. Como resultado 
de ello, los iones Na* “preferirán” permanecer en el agua, en lugar de 
ingresar en el filtro de selectividad y, así, el cambio de energía libre para 
el ingreso de los iones Na* al canal es relativamente elevado (Fig. 11-213, 
derecha). Esta diferencia en las energías libres favorece el paso de ne 
K* a través del canal, más que el de Na* en un factor 1 000. Como el Na 
y el ion Ca?* deshidratado son más pequeños que el ion K* da 
no pueden interactuar adecuadamente con los átomos de oxígeno bel Ñ 
filtro selectivo. Además, puesto que el ion Ca?* tiene dos cargas a 
y une oxígenos del agua más estrechamente que un ¡on Na? o K o 
una sola carga positiva, se requiere más energía para separar las aguas 
hidratación del Ca?* que para hacerlo del K* o del Na”. p 
Estudios cristalográficos de rayos X recientes revelan que tanto 3 qn 
to como cerrado, el canal contiene ¡ones K* dentro del filtro selectivo;* 


* 


e 


(a) LOS ¡ones K* y Na” en el poro de un canal de K* (vista superior) 


+ 
K* en el agua Na* en el agua 


K* en el poro de K Na? en el poro de K 


(b) Los iones K* en el poro de un canal de K* (vista lateral) 


Cara 
exoplasmática 
e 


Oxígenos 
del carbonilo 


Vestíbulo 


(c) Movimiento de ¡ones a través del filtro selectivo 


o <. 
Estado 1 


Estado 2 


-21 Mecanismo de selectividad iónica y transporte en los cana- 
quemáticos de iones K+ y Na+ hidratados en 
solución y en el poro de un canal K+. A medida que los ¡ones K+ pasan a través 

del filtro de selectividad pierden sus moléculas de agua unidas y se unen a los 
oxígenos de un esqueleto de ocho carbonilos, cuatro de los cuales (según se 
muestran) son parte de los aminoácidos conservados en el bucle del filtro de 
selectividad que tapiza el canal de cada segmento P. Los ¡ones Na* más peque- 
ños con su cubierta más estrecha de moléculas de agua nO pueden coordinar 
perfectamente con los átomos de oxígeno del canal y, por lo tanto, pasan a 
través de éste solo en raras ocasiones. (b) Mapa de densidad electrónica de alta 
resolución obtenido a partir de cristalografía de rayos X, que muestra los iones K* 
(esferas púrpuras) que atraviesan el filtro de selectividad. Solo se observan dos de 
las subunidades del canal opuestas en diagonal. Dentro del filtro selectivo, cada 
ion K+ no hidratado interactúa con ocho átomos de oxígeno carbonilo (palillos 
que recubren el canal, dos de cada una de las cuatro subunidades, como 
para mimetizar las ocho aguas de hidratación. (c) Interpretación del mapa de 
densidad electrónica, que muestra los dos estados alternantes por los cuales los 
¡ones K+ se mueven a través del canal. En el estado 1, numerados desde arriba 
hacia abajo, desde el lado exoplásmico del canal hacia adentro, puede observar- 
se el ion K* hidratado con sus ocho moléculas de agua unidas, los iones K+ en las 
posiciones 1 y 3, dentro del filtro selectivo, y un ion K* completamente hidratado 
dentro del vestíbulo. Durante el movimiento de K+, cada ion en el estado 1 se 
desplaza hacia adentro y forma el estado 2. Así, en el estado 2, el ion K+ que se 
encuentra en el lado exoplasmático del canal ha perdido cuatro de sus ocho 
aguas, el ion en la posición 1 —en el estado 1- se ha movido hacia la posición 2, y 
el ion de la posición 3 —en el estado 1- se ha movido hacia la posición 4. Al pasar 
del estado 2 al estado 1, el K+ en la posición 4 se desplaza hacia el vestíbulo y 
recoge ocho moléculas de agua, mientras que otro ¡on K+ hidratado se desplaza 
hacia el canal y lo abre; los otros iones K+ se mueven un paso hacia abajo. Nótese 
que los iones K+ que se muestran aquí, se movilizan desde el lado exoplasmático 
del canal hacia el lado citosólico porque es la dirección normal de movimiento 
de las bacterias. En las células animales, la dirección típica del movimiento de K*+ 
es la inversa -desde el interior hacia el exterior. (La parte [a], adaptada de C. Armstrong, 1998, 
Science 280:56. Las partes [b] y [e], adaptadas de Y Zhou y cols, Nature 414:43). 


Figura 11 
les K+ en reposo. (a) Diagramas €5 


rojos) 


éstos, probablemente colapsaría. Se cree que los iones K* están presentes 
en las posiciones 1 y 3 o en las 2 y 4, cada uno rodeado por ocho átomos 
de oxígeno de carbonilo (Fig. 11-21b y c). Varios iones K+ se mueven 
simultáneamente a través del canal, de modo tal que, cuando el ion en 
la cara exoplasmática —que ha sido parcialmente separado de su agua de 
hidratación se mueve a la posición 1, el ion de la posición 2 salta a la 
posición 3 y el de la posición 4 sale del canal (Fig. 11-21c). 

Aunque las secuencias de aminoácidos de los segmentos P en los 
canales de Na* y K* difieren en cierta medida, son lo suficientemente 
similares como para sugerir que la estructura general de los filtros de 
selectividad iónica son comparables en ambos tipos de canales. Pre- 
suntamente, el diámetro del filtro en los canales de Na* es lo suficien- 
temente pequeño como para permitir que los iones Na* deshidratados 
se unan a los oxígenos del esqueleto carbonilo, pero impida el ingreso 
de los iones K* de mayor tamaño, aunque la primera estructura tridi- 
mensional de un canal de sodio fue determinada a finales de 2011 y el 
mecanismo de selectividad iónica está en estudio en estos momentos. 


La técnica de fijación de membrana permite 
la medición de los movimientos iónicos a través 
de canales individuales 


En cierta ocasión, se notó que en la mayoría de las células hay solo un 
canal o unos pocos canales iónicos por micrómetro cuadrado de mem- 
brana plasmática, por lo que resulta posible registrar los movimientos 
iónicos a través de canales iónicos individuales y medir las velocidades 
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11.4 Canales iónicos sin compuerta y potencial de membrana en reposo 


Dispositivo para mantener 
| constante el voltaje a través de 
| la membrana y para medir el 
| flujo de corriente a través de la 
membrana en el extremo de un 
electrodo de fijación en un 
| parche de la membrana 
Electrodo de fijación a un 
parche de la membrana lleno 
con solución salina conductora 
Electrodo Canales iónicos 
intracelular 
Aina 


Citosol Célula intacta 


(c) Extremo de una micropipeta 


e anal iónico 
£ ___— Canal ió 


La fijación en una zona (región) de una célula mide el efecto 
indirecto de los solutos extracelulares en los canales dentro de 
un área de la membrana en la célula intacta 


Cara Cara 
citosólica exoplasmática 
> 
Zona (región) desprendida, Región desprendida, invertida, 


invertida, que mide los efectos en el que se miden los efectos 
de los solutos intracelulares en de los solutos extracelulares 


los canales en un parche o zona sobre los canales dentro de 
aislada de la membrana una zona aislada 


a las cuales éstos se abren, se cierran y conducen ¡ones específicos, me- 
diante el empleo de una técnica conocida co 


(patch clamping) o fijación de volta 
11-22, una pipeta diminuta se a 


mo fijación de membrana 
Je. Como se ilustra en la Figura 


plica firmemente sobre la superficie de 
una célula; el segmento de membrana plasmática comprendida dentro 


de su extremo contendrá solo uno o Pocos canales iónicos. Un dispo- 

sitivo de registro eléctrico detecta el flujo iónico, medido en forma de 

corriente eléctrica, a través de los canales; habitualmente, esto ocurre 
> 
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FIGURA EXPERIMENTAL 11-22 El flujo de corriente a través de los Cana. 
les iónicos individuales se mide mediante la fijación de Membrana, (,, 
Disposición experimental básica para la medición del flujo de Corriente z 

de los canales iónicos individuales en la membrana plasmática de una cé 
viva. El electrodo lleno con una solución Salina conductora de la corriente se 
aplica con una ligera succión a la membrana plasmática. Su extremo de05 df 
de diámetro cubre una región que contiene solo un canal iónico O UNOS Pocos 
Un segundo electrodo se inserta, a traves de la an en e citosol, Un 
dispositivo de registro mide el flujo de corriente solamente a MaYe de los ca. 
nales en ese sector de la membrana plasmática. (b) Fotomicrografía del Cuerpo 
celular de una neurona en cultivo y de la punta de una pipeta que está tocando 
la membrana celular. (c) Diferentes configuraciones pi fijación de la Membrana 
Regiones aisladas desprendidas son las mejores configuraciones para el estudio 
de los efectos de diversas concentraciones iónicas sobre los canales y de distin. 
tos solutos, como hormonas extracelulares y segundos mensajeros intracelua. 
res (p. ej, CAMP). Una región de membrana invertida, en la que una 20na de Un 
célula se forma y luego se invierte con el interior enfrentado al exterior, se Utiliza 
en el experimento de la Figura 1 1-23. (La parte [b], tomada de B. Sakmann, 1992, Neyroy, 8513 
(Nobel lectura]; también publicado en E. Neher y B. Sakmann, 1992, 5c1 Am. 266(31:44. La parte [c), adapta 


Mavá 


tula 


da de B. Hille, 1992, lon Channels ofexcitable Membranes, 2d ed,, Sinauer Associates, p.89,) 


en pequeños estallidos cuando el canal se abre. El dispositivo eléctrico 
“pinza” o fija el potencial eléctrico a través de la membrana, a un valor 
predeterminado (de allí el término fijación de membranas). 

El movimiento de los iones hacia el interior y el exterior, a través de 
una zona de la membrana, se cuantifica a partir de la cantidad de co- 
rriente eléctrica necesaria para mantener el potencial de membrana en 
un valor “fijo” particular (Fig. 11-22a y b). Para preservar la electroneu- 
tralidad y mantener el potencial de membrana constante aun aunque 
los ¡ones se muevan a través de los canales en esa zona de la membrana, 
el ingreso de cada ¡on positivo (p. ej., unión Na*) a la célula, a través 
de un canal en esa zona de la membrana, se equilibra con la adición 
de un electrón al citosol, por medio de un microelectrodo insertado 
en éste; un dispositivo electrónico mide el número de electrones (co- 
rriente) necesario para contraequilibrar el influjo de ¡ones a través de 
los canales de la membrana. Por el contrario, la salida de cada ion po- 
sitivo desde la célula (p. ej., unión K*) se equilibra al quitar un electrón 
desde el citosol. La técnica de fijación de zonas de la membrana puede 
emplearse en las células completas o en zonas de la membrana aisladas 
para medir los efectos de diferentes sustancias y concentraciones ¡óni- 
cas sobre el flujo de iones (Fig. 11-22c) 


Los trazos resultantes de la fijación de membrana que se muestran 
en la Figura 11-23 ilustran el uso de esta técnica para estudiar las pro- 
piedades de canales de sodio dependientes de voltaje, con compuerta 
en la membrana plasmática de las células musculares. Como analiza- 
remos en el Capítulo 22, estos canales normalmente están cerrados en 
las células musculares en reposo y se abren después de la estimulación 
nerviosa. Las zonas de la membrana muscular, cada una con un pro- 
medio de un canal de Na?, se fijaron a un voltaje predeterminado que, 
en este estudio, era ligeramente inferior al potencial de la membrana en 
reposo. En estas circunstancias, pulsos transitorios de cargas positivas 
(iones Na*) atraviesan la membrana desde la cara exoplasmática hacia 
la cara citosólica, a medida que los canales individuales de Na* se abren 
y luego se cierran. Cada canal se encuentra completamente abierto 0 
cerrado. A partir de estos trazos, es posible determinar el tiempo que 
un canal permanece abierto y el flujo de ¡ones a través de éste. Para los 
canales medidos en la Figura 11-23, el flujo es de aproximadamente 10 
millones de iones Na* por canal y por segundo, un valor típico para is 
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FIGURA EXPERIMENTAL 11-23 El flujo iónico a través de los canales d 
Na* individuales puede calcularse mediante los registros de fijación i 


de membrana. Dos regiones con inversión de la membrana de membranas 


plasmáticas de músculo fueron fijados a potenciales ligeramente menores que 


el potencial de reposo de la membrana. El electrodo de fijación contenía NaCl 
Los pulsos transitorios de corriente eléctrica en picoamperes (pA) | 
como grandes desviaciones hacia abajo (flechas azules), indican la apertura de 
bl AE o 
un canal de Na* y el movimiento de cargas positivas (iones Na*) hacia adentro a 
través de la membrana. Las pequeñas desviaciones de corriente representan el 
ruido de fondo. La corriente promedio a través de un canal 
-12 

16x10 amperes. Como un ampere = 1 coulomb (C) de carga por segundo 
esta corriente equivale al movimiento de aproximadamente 9 900 iones Na+ 


por canal por milisegundo: (1,6 x 10-12 C/s) (103 s/ms) (6 x 1023 moléculas/mol) 
+ 96 500 C/mol. (Véase FJ Sigworth y E. Neher, 1980, Nature 287:447). 


, Tegistrados 


abierto es 16pAo 


canales iónicos. El reemplazo del NaCl dentro de la pipeta en esa zona 
(correspondiente al exterior de la célula) con KCI o cloruro de colina 


inhibe la corriente a través de los canales, lo que confirma que pueden 
conducir solo iones Na*, no K* ni otros iones. 


Los canales iónicos nuevos pueden caracterizarse 
por una combinación de expresión de ovocitos 
y fijación de la membrana 


La clonación de los genes que provocan enfermedades humanas y la 
secuenciación del genoma humano han permitido identificar muchos 
genes que codifican proteínas que actúan como canales putativos, in- 
cluso 67 proteínas que son canales putativos de K*. Una manera de 
caracterizar la función de estas proteínas consiste en transcribir un 
¿DNA clonado en un sistema libre de células, para producir el mRNA 
correspondiente. La inyección de este mRNA en ovocitos de rana y las 
mediciones de patch clamp de las proteínas de canal recién sintetizadas, 
con frecuencia, revelan la función (Fig. 11-24). Este enfoque experi- 
mental resulta de especial utilidad, ya que los ovocitos de rana, por lo 
general, no expresan ninguna proteína de canal sobre su membrana 
de superficie, de modo que solo el canal en estudio está presente en la 
membrana. Además, dado el gran tamaño de los ovocitos de rana, los 
estudios de patch clamping son técnicamente más sencillos de llevar a 


cabo en éstos que en células más pequeñas. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 11.4 


Los canales iónicos sin compuerta y el potencial de 


reposo de la membrana 


ncial eléctrico (voltaje) con interior negativo de aproxi- 


* Existe un pote a 
4 de la membrana plasmática de todas las 


madamente -70 mV a través 
células. 
embrana en reposo de las células animales es el re- 


. ial de m : 
Pel meca binada de la bomba de Na*/K* impulsada por 


sultado de la acción com 


mRNA microinyectado 
que codifica para la 
proteína canal de interés 


Proteína 
canal recién 
sintetizada 


Incubado 24-48 h para la 

síntesis y movimiento de 
una proteína canal a la 

membrana plasmática 


Medición de la actividad en k 

de la proteína canal por ( ) | 
Sl la técnica de fijación de — 
membrana (patch-clamping) Y 


de la membrana 


FIGURA EXPERIMENTAL 11-24 El ensayo de expresión de los ovocitos es 
útil para comparar la función de las formas normales y mutantes de un 
canal proteico. Un ovocito folicular de rana fue tratado, en primer lugar, con 
colagenasa para remover las células foliculares que lo rodeaban, dejando el ovo- 
cito desnudo; luego, se le microinyectó mRNA que codificaba para la proteína 
canal en estudio (Adaptado deT. P. Smith, 1988, Trends Neurosci. 11:250,) 


ATP, que establece gradientes de concentración Na* y K* a través de la 
membrana, y los canales de K* en reposo que permiten el movimiento 
selectivo solo de iones K* en contra de su gradiente de concentración a 
través del medio externo (véase la Fig. 11-3). 


* A diferencia de los canales iónicos de compuerta más comunes, que 
se abren solo en respuesta a varias señales, estos canales de K* sin com- 
puerta habitualmente están abiertos. 


* El potencial eléctrico generado por el flujo selectivo de iones a través 
de una membrana puede calcularse mediante la ecuación de Nernst 
(véase la Ecuación 11-2). 


* En los vegetales y en los hongos, el potencial de membrana se mantie- 
ne por el bombeo impulsado por ATP de los protones, desde el citosol 
hacia el exterior de la célula. 


* Los canales de K* se ensamblan a partir de cuatro subunidades idén- 
ticas, cada una de las cuales tiene, al menos, dos hélices Q£ que se expan- 
den en la membrana y un segmento P no helicoidal que tapiza el poro 
iónico y forma el filtro de selectividad (véase la Fig. 11-20). 


* La especificidad iónica de las proteínas del canal de K* se debe, prin- 
cipalmente, a la coordinación del ion seleccionado con ocho átomos de 
oxígeno de los carbonilos de aminoácidos específicos, en los segmentos 
P, que bajan la energía de activación para el paso de los K* selecciona- 
dos, comparados con Na* u otros iones (véase la Fig. 11-21). 


* Las técnicas de fijación de la membrana que permiten la medición 
de los movimientos iónicos a través de canales únicos se utilizan para 
determinar la conductividad iónica de un canal y el efecto de varias 
señales sobre su actividad (véase la Fig. 11-22). 
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Electrodo de fijación 


« Las técnicas de DNA recombinante y fijación de la membrana permi- 
ten la expresión y caracterización funcional de las proteínas del canal 
en los ovocitos de rana (véase la Fig. 11-24). 


11.5 Cotransporte por simportadores 
y antiportadores 


En secciones anteriores, hemos visto de qué manera las bombas impul- 
sadas por ATP generan gradientes de concentración iónica a través de 
las membranas celulares y de qué modo las proteínas que son canales 
de K* emplean el gradiente de concentración de K* para establecer un 
potencial eléctrico a través de la membrana plasmática. En esta sección, 
veremos cómo los cotransportadores utilizan la energía almacenada en 
el potencial eléctrico y los gradientes de concentración de los iones 
Na* o H*, para impulsar el movimiento cuesta arriba de otra sustan- 
cia, que puede ser una molécula orgánica pequeña como la glucosa, un 
aminoácido o un ion diferente. Una característica importante de este 
cotransporte es que ninguna sustancia puede moverse sola; el movi- 
miento de ambas sustancias en conjunto es obligatorio o acoplado. 

Los cotransportadores comparten rasgos comunes con los unipor- 
tadores, como las proteínas GLUT. Los dos tipos de transportadores 
exhiben ciertas similitudes estructurales, operan a velocidades equi- 
valentes y experimentan cambios de conformación cíclicos durante 
el transporte de sus sustratos. Difieren en que los uniportadores solo 
pueden acelerar el transporte termodinámicamente favorable a favor 
de un gradiente de concentración, mientras que los cotransportadores 
pueden emplear la energía liberada cuando una sustancia se mueve a 
favor de su gradiente de concentración para impulsar el movimiento de 
otra sustancia en contra de su gradiente de concentración. 

Cuando la molécula transportada y el ion cotransportado se mue- 
ven en la misma dirección, el proceso se denomina simporte; cuando 
se mueven en direcciones opuestas, se llama antiporte (véase la Fig. 11- 
2). Algunos cotransportadores transportan solamente ¡ones positivos 
(cationes), mientras que otros transportan solo iones negativos (anio- 
nes). Otro tipo de cotransportadores median el movimiento tanto de 

cationes como de aniones en conjunto. Los cotransportadores están 
presentes en todos los organismos, incluso bacterias, vegetales y anima- 
les. En esta sección, describimos la intervención y el funcionamiento de 
varios simportadores y antiportadores fisiológicamente importantes. 


El ingreso de Na* en las células de mamífero está 
termodinámicamente favorecido 


Las células de mamífero expresan muchos tipos de simportadores 
acoplados a Na*. El genoma humano codifica, literalmente, cientos de 
diferentes tipos de proteínas de transporte que emplean la energía al- 
macenada a través de la membrana plasmática en el gradiente de con- 
centración de Na* y en el potencial eléctrico con interior negativo, a 
través de la membrana, para transportar una amplia variedad de mo- 
léculas hacia el interior de las células en contra de sus gradientes de 
concentración. Para ver por qué estos transportadores permiten que las 
células acumulen sustratos contra un considerable gradiente de con- 
centración, necesitamos calcular, primero, el cambio de la energía libre 
(AG) que se produce durante el ingreso de Na*. Como se mencionó an- 
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A las concentraciones de Na;n: Y Na, que se muestran en la Figura ] 1 25, 
que son típicas para muchas células de mamífero, AG. el cambio en ), 
energía libre debido al gradiente de concentración, es 1,45 kcal para el 
transporte de 1 mol de iones Na” desde el exterior hacia el interior de una 
célula, si se supone que no hay potencial eléctrico de membrana. Nótese 
que la energía libre es negativa, lo que indica el movimiento espontáneo de 
Na* hacia el interior de la célula a favor de su gradiente de concentración. 

El cambio en la energía libre generado a partir del potencial eléctri- 
co de la membrana está dado por 


AG, = FE (11-6) 


donde F es la constante de Faraday [= 23,062 cal/(mol - V)]; y E es 
el potencial eléctrico de la membrana. Si E = -70 mV, entonces AG,,, 
el cambio de energía libre debido al potencial de la membrana es 
-1,61 kcal para el transporte de un mol de ¡ones Na* desde el exterior 
hacia el interior de la célula, si se supone que no hay gradiente de con- 
centración de Na*. Puesto que ambas fuerzas, de hecho, actúan sobre 
los iones Na* el AG total es la suma de los dos valores parciales: 


AG =AG, + AG, = (-1,45) + (-1,61) = -3,06 kcal/mol 


En este ejemplo, el gradiente de concentración de Na* y el potencial 
eléctrico de la membrana contribuyen, casi en igual medida, a la AGto- 
tal para el transporte de iones Na*. Como AG es < 0, el movimiento ha- 
cia el interior de los iones Na* se ve termodinámicamente favorecido. 
Como se analizará en la sección siguiente, el desplazamiento hacia el 
interior de Na* se emplea para impulsar el movimiento cuesta arriba de 
otros iones y varios tipos de moléculas pequeñas hacia el interior O el 
exterior de las células animales. El movimiento rápido, energéticamen” 
te favorable, de iones Na* a través de canales de sodio con compuerta, 
también es crítico para generar potenciales de acción en las células ner” 
viosas y musculares, como analizaremos en el Capítulo 22. 


Los simportadores ligados a Na* permiten a las 
células animales importar glucosa y aminoácid 
en contra de gradientes de concentración eleva 
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Así, la AG para la reacción global es la suma de los cambios de energía 
libre, generados por el gradiente de concentración de glucosa (1 molé- 
cula transportada), el gradiente de concentración de Na* (2 iones Na* 
transportados) y el potencial de membrana (2 iones Na* transporta- 
dos). Como se ilustra en la Figura 11-25, la energía libre liberada por el 
movimiento de 1 mol de iones Na* hacia la célula de mamífero a favor 
de su gradiente electroquímico tiene un cambio de energía libre AG de 
aproximadamente —3 kcal por mol de Na* transportado. Así, la AG para 
el transporte de dos moles de Na* hacia el interior será el doble de esta 
cantidad o aproximadamente —6 kcal. Este cambio negativo de energía 
libre en la importación de sodio está acoplado con el transporte cuesta 
arriba de la glucosa, un proceso con AG positiva. Podemos calcular el 
gradiente de concentración de glucosa, el interior mayor que el exterior 
que puede ser establecido por la acción de ESE capa tador apalsids 
por Na*, al darnos cuenta de que en el equilibrio pará la Pier 
de glucosa acoplada al sodio, la AG=0. Al sustituir mes valores para la 
importación de sodio en la Ecuación 11-7 y fijar AG= 0, vemos que 
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el simportador dos Na*/una glucosa permite a las células acumular una 
concentración muy elevada de glucosa con relación a la concentración 
externa. Esto significa que la glucosa presente, aun a concentraciones muy 
bajas en la luz del intestino o en los túbulos renales, puede transportarse 
eficientemente hacia las células del tapiz y no perderse del organismo. 

Se cree que el simportador dos Na*/ una glucosa contiene 14 héli- 
ces OL transmembrana con su extremo N-terminal y C-terminal que se 
extienden hacia el citosol. Una proteína recombinante truncada que 
consista solo en cinco hélices QU transmembrana C-terminales puede 
transportar glucosa, independientemente del Na*, a través de la mem- 
brana plasmática a favor de su gradiente de concentración. Esta por- 
ción de la molécula funciona, de este modo, como un uniportador de 
glucosa. La porción N-terminal de la proteína que incluye las hélices 
1-9 se requiere para acoplar la unión de Na* y el influjo al transporte 
de glucosa en contra de un gradiente de concentración. 

La Figura 11-26 muestra el modelo actual de transporte por los 
simportadores Na*/glucosa. Este modelo comprende cambios de con- 
formación en la proteína, análogos a los que se producen en los trans- 
portadores uniportadores, como la GLUT1, que no requieren un ¡on 
cotransportado (compárese con la Fig. 11-5). La unión de todos los 
sustratos con sus sitios en el dominio extracelular es necesaria antes 
de que la proteína sufra el cambio de conformación que convierte los 
sitios de unión al sustrato desde el exterior hacia la zona que enfrenta el 
interior; esto asegura que, en el transporte hacia el interior, la glucosa y 
los iones Na* se encuentran acoplados. 

Nótese que las células utilizan simportadores impulsados por Na* 
comparables para transportar sustancias distintas de la glucosa hacia el 
interior de la célula en contra de gradientes elevados de concentración. 
Por ejemplo, varios tipos de simportadores Na*/aminoácidos permiten 
que las células importen numerosos aminoácidos a su interior. 
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11.5 Cotransporte por simportadores y antiportadores 


2) ANIMACIÓN GENERAL: Interconversiones de energía biológica 
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Figura 11-26 Modelo operativo para el simportador dos Na*/ una glu- 
cosa. La unión simultanea de Na* y glucosa a la conformación con los sitios de 
unión que enfrentan el exterior (paso KB) provoca un cambio de conformación 
en la proteína, de modo tal que los sustratos unidos quedan ocluidos transitoria- 
mente, incapaces de disociarse al medio (paso EJ). En el paso, la proteína asume 
una tercera conformación, con los sitios que enfrentan el interior. La disociación 


Un simportador bacteriano Na*/aminoácido revela 
la forma en que opera el simportador 


No hay una estructura tridimensional determinada para ningún sim- 
portador de sodio de los mamíferos, aunque la estructura de varios 
simportadores homólogos de sodio/sustrato en las bacterias haya pro- 
porcionado información considerable acerca de la función de los sim- 
portadores. El simportador bacteriano dos Na*/ una leucina, que se 
muestra en la Figura 11-27a, consiste en 12 hélices Q: que se extienden 
en la membrana. Dos de las hélices (números 1 y 6) tienen segmentos 
no helicoidales en el medio de la membrana, que forman parte del sitio 
de unión a la leucina. 

Los residuos de aminoacídicos involucrados en la unión de la leu- 
cina y los dos iones Na* están localizados en el medio del segmento 
que se extiende en la membrana (como se muestra para el simporta- 
dor dos Na*/ una glucosa de la Fig. 11-26) y se encuentran muy cerca- 
nos en el espacio tridimensional. Esto demuestra que el acoplamiento 
del aminoácido y el transporte iónico en estos transportadores es la 
consecuencia de la interacción física directa o casi directa de los sus- 
tratos. De hecho, uno de los iones Na* está unido al grupo carboxilo 
de la leucina transportada (Fig. 11-27b). De este modo, ninguna sus- 
tancia puede unirse al transportador sin la otra, lo que indica de qué 
manera están acoplados el transporte de sodio y leucina. Cada uno 
de los dos iones Na* está unido a seis átomos de oxígeno. El sodio 
1, por ejemplo, está unido a los oxígenos carbonilo de varios aml- 
noácidos del transportador, así como a los oxígenos carbonilo y el 
oxígeno hidroxilo de una treonina. De modo igualmente importante, 
no hay moléculas de agua que rodeen ninguno de los átomos Na 
unidos, como en el caso de los iones K* en los canales de potasio 
(véase la Fig. 11-21). Así, a medida que los iones Na* pierden su agua 
de hidratación al unirse al transportador, se unen a seis átomos de 
oxígeno con una geometría similar. Esto reduce el cambio energético 
necesario para unir iones Na* y evita que otros jones, como el K*, se 
unan en lugar del Na”. 

Una característica sorprendente de la estructura, que se muestra en 
la Figura 11-27, es que los jones Na* unidos y la leucina están ocluidos 
es decir, no pueden difundir fuera de la proteína al medio extracelular 
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de Na* unido y la glucosa en el citosol (paso EJ) permite que la proteína [evier, 
a su conformación original, enfrentada al exterior (paso BB) lista para transpor- 
tar sustrato adicional. (Véase H. Krishnamurthy y cols, 2009, Nature 459:347-355 para obserya, 
detalles de la estructura y el funcionamiento de este transportador que une Na* y otros WaNSportador: 


relacionados.) 


o citoplasmático que la rodea. Esta estructura representa un interme- 
diario en el proceso de transporte (véase la Fig. 11-26) en el cual la 
proteína parece estar cambiando de una conformación con un sitio de 
unión exoplasmático a uno con un sitio que enfrenta el citosol. 


El antiportador Na* ligado a Ca”* regula la fuerza 
de la contracción del músculo cardíaco 


En todas las células musculares, un incremento en la concentración de 
Ca?* citosólico desencadena la contracción. En las células del músculo 
cardíaco, un antiportador tres Na*/ un Ca?*, más que la ATPasa de Ca”* 
de la membrana plasmática que analizamos previamente, desempeña 
el rol principal de mantener una baja concentración de Ca?* en el cito- 
sol. La reacción de transporte mediada por este antiportador catiónico 
puede escribirse como 


+ 2+ —— 2 
3Na* + Ca im A 3Na”, + Cara 


Nótese que el movimiento hacia adentro de los tres iones de Na” es 
necesario para impulsar la exportación de un ion Ca?* desde el cito- 
sol, con una [Ca?*] de - 2 x 107 M, al medio extracelular, con und 
[Ca?*] de - 2 x 10? M, un gradiente de aproximadamente 10 000 
veces (más elevado en el exterior). Al disminuir el Ca?* citosólico, la 
operación del antiportador Na*/Ca?* reduce la fuerza de la contrác” 
ción del músculo cardíaco. 


ulas 


pr La ATPasa Na*/K* de la membrana plasmática de las cél 
no, 


UN musculares cardíacas, como las de otras células del organis! 
crea el gradiente de concentración de Na* necesario para la exportá” 
ción del Ca?* por el antiportador Na* ligado a Ca?*. Como se mencio- 
nó anteriormente, la inhibición de la ATPasa Na*/K* por los fármacos 
ouabaína y por la digoxina baja la concentración citosólica de K* Y Ñ 
que resulta más relevante aquí, simultáneamente eleva el Na? en € 
citosol. El gradiente electroquímico reducido de Na* resultante, 4 a 
vés de la membrana, hace que el antiportador de Na* ligado a Ca 
opere con menor eficiencia. Como resultado de ello, se exportan did 
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a) ARCHIVOS DE AUDIO (INGLÉS): Sim 


(a) 
Hélice 6 Leucina Hélice 1 


E 


N 


Cara : 
exoplasmática 
AR 


Membrana 


citosólica 


Hélice 8 


Figura 11-27 Estructura tridimensional del simportador dos Na+/una 
leucina de la bacteria Aquifex aeolicus. (a) La L-leucina unida, dos iones Na* 
y el ion Cl- se muestran en amarillo, purpura y verde, respectivamente. Las tres 
hélices o. que se expanden en la membrana y unen el Na+ o la leucina están 
coloreados en pardo, azul y anaranjado. (b, c) La unión de los dos ¡ones Na+ a 
los átomos de oxigeno de la cadena principal de carbonilo o de las cadenas 


portador dos Na+ 


/ una leucina 


(b) Cara exoplasmática 
Leucina 


Hélice 1 


laterales de carboxilo (rojo), que son parte de las hélices 1 (pardo), 6 (azul) u 8 
(anaranjado). Es importante que uno de los iones sodio también esté unido al 
grupo carboxilo de la leucina transportada (parte D). (Tomado de A. Yamashita y cols, 
2005 Nature 437:215; véase también H, Krishnamurthy y cols., 2009, Nature 459:347-355 para observar 
detalles de la estructura y el funcionamiento de este transportador que une Na? y otros transportadores 


relacionados.) 


nos iones Ca?* y la concentración citosólica de Ca” aumenta, lo que 
hace que el músculo se contraiga con mayor intensidad. Dada su ca- 
pacidad de incrementar la fuerza de las contracciones citosólicas del 
músculo cardíaco, los fármacos como la ouabaína y la digoxina que 
inhiben la ATPasa Na*/K* se usan ampliamente en el tratamiento de 


la insuficiencia cardíaca congestiva. a 


Varios cotransportadores regulan el pH citosólico 


El metabolismo anaerobio de la glucosa produce ácido láctico, y el 
metabolismo aerobio produce CO,, que se combina con e di 
bum zado carbónico (H,CO»). Estos ácidos débiles se disocian y 
producen iones H* (protones); si estos protones el EESO= MOUSE 
eliminaran de las células, el pH citosólico descendería o 
lo que pondría en peligro las funciones celulares. Existen dos tIpos 


imi rte de los 
de proteínas cotransportadoras que ayudan a eliminar pa 
p generados durante el metabolismo de las células 
eso 


dor Na* HCO), /CF, que importa un ¡on 
mbia al exportar un ion Cl”. La 


protones en “exc 
animales. Uno es un antiportad: 

. terca 
Na? junto con uno HCOy Y lo in 


enzima citosólica anhidrasa carbónica cataliza la disociación de los 
iones HCO; importados para formar CO, y un ion OH” (hidroxilo): 


Anhidrasa 
carbónica 


HCO”, == CO, + OH- 


Los iones OH” se combinan con los protones intracelulares y forman 
agua, y el CO, difunde hacia el exterior de la célula. Así, la acción ge- 
neral de este transportador es consumir iones H* citosólicos y elevar, 
por lo tanto, el pH del citosol. Igualmente importante para elevar 
el pH citosólico es el antiportador Na*/H*, que acopla la entrada de 
un ion Na? a la célula, a favor de su gradiente de concentración, a la 
exportación de un ¡ion H*. 

En ciertas circunstancias, el pH citosólico puede elevarse más allá 
de la escala normal de 7,2-7,5. Para manejar el exceso de ¡ones OH” 
asociados con el pH elevado, muchas células animales emplean el an- 
tiportador aniónico, que cataliza el intercambio uno a uno de HCOy” y 
CI, a través de la membrana plasmática. A elevado pH, este antipor- 
tador CH/HCO) exporta una molécula de HCO,” (que puede ser vista 
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como un complejo de OH” Y CO») en intercambio por la ino racion 
de una molécula de CI, lo que disminuye el pH del citosol. La importa- 
ción de Cia favor de su gradiente de concentración (Ch medio > CPeitosol 
impulsa la exportación de HCO;. 

La actividad de estas tres proteínas antiportadoras está regulada 
por el pH citosólico, que proporciona a las células un mecanismo de 
ajuste fino para controlar el pH del citosol, Los dos antiportadores que 
operan para incrementar el pH del citosol se activan cuando el pH de 
éste desciende. De modo semejante, UN incremento de pH por encima 
de 7,2 estimula el antiportador CI/ HCOy”, lo que conduce a una ex- 
portación más rápida de HCOy y a un descenso del pH citosólico. De 


este modo, el pH citosólico de las células en crecimiento se mantiene 


muy próximo a 7,4. 


véase el Cuadro 11-2) 


Un antiportador aniónico es esencial 
para transportar CO, en los eritrocitos 


El intercambio aniónico tran 
importante de los eritrocitos 
los tejidos periféricos hacia los pulmones, 
de desecho, liberado desde las células hacia la sangre de los ca 
difunde libremente a través de la membrana de los eritrocitos (Fig. 11- 
28a). En su forma gaseosa, el CO, se disuelve escasamente en las solu- 
ciones acuosas, como el citosol o el plasma sanguíneo, como resulta 
aparente para cualquiera que haya abierto una botella de una bebida 
carbonatada. Sin embargo, la gran cantidad de la potente enzima an- 
hidrasa carbónica que se encuentra dentro del eritrocito combina el 
(OH) para formar aniones bicarbonato 


smembrana es esencial para una función 
—el transporte de CO, de desecho desde 
en la exhalación—. El CO, 
pilares, 


CO, con los ¡ones hidroxilo 
hidrosolubles (HCO)”). Este proceso se lleva a cabo mientras los eritro- 
s capilares sistémicos (de los tejidos) y liberan 
de oxígeno desde la 


que permite que 


citos se encuentran en lo 
oxígeno hacia el plasma sanguíneo. La liberación 
hemoglobina induce un cambio en su conformación 


(a) En los capilares sistémicos 
Alta presión de CO, 
Baja presión de O, 
Hemoglobina 
, O, 
CO, Residuo 


CO, + 0H” . 
Anhidrasa 


carbónica 


Membrana plasmática 
del eritrocito 


Proteína AE1 


Figura 11-28 El transporte de dióxido de car : 

E antiportador CI/HCO;”. (a) En los a e da 
carbono difunde a través de la membrana plasmática del a ióxido de 
vierte en HCOz7 soluble, por medio de la enzima anhidrasa Carod pes a a 
tiempo, el oxígeno abandona la célula y la hemoglobina une u Ens AS 
antiportador aniónico AE1 (púrpura) cataliza el intercambio a 


al de histidina de un polipéptido de globina una un Da 


tón. De este modo, cuando los eritrocl A a | 
: ; a divide n protón que une hemoglobi 
sistémicos, el agua se divide en un P q globina y e 


OH" que reacciona COn el CO, para formar un anión HCOy. 
En una reacción catalizada por el antiportador AEl de los glóbulo, 


rojos, el HCOy” citosólico 5 transportado hacia afuera de los eritroc; 
, 


¿Sn CI que ingresa: 
tos y se intercambia Con UN anió que ing 


la cadena later 
tos se encuentran en los capilar 
Es 


HACO Sm + ¡de q HCOS oa + Ta 


1-28a). El proceso de intercambio aniónico se completa 
en el término de 20 milisegundos (ms), durante el cual se exportan 5 x 
10 HCOy” iones, desde cada célula, a favor de su gradiente de concen. 
tración. Si no se produjera el intercambio aniónico durante períodos 
como el ejercicio, cuando se genera gran cantidad de co, el HCO;,, se 
acumularía en el interior del eritrocito hasta alcanzar niveles tóxicos, a 
medida que el citosol se alcalinizaría. El intercambio de HCOy” (igual 
a OH" + CO») por CIF hace que el pH del citosol permanezca casi neu- 
tro. Normalmente, alrededor del 80 por ciento del CO, de la sangre es 
transportado como HCO,” generado en el interior de los eritrocitos; 
el intercambio aniónico permite que aproximadamente dos tercios de 
este HCOy” sea transportado por el plasma sanguíneo externo a las cé- 


e incrementa la cantidad de CO, que puede ser transportado 
ones. En éstos, donde el dióxido de car- 


la dirección general de este proceso de 


(véase la Fig. 1 


lulas, lo qu 
desde los tejidos hasta los pulm 
bono abandona el organismo, 
intercambio aniónico se invierte (Fig. 11-28b). 

La AE1 cataliza el intercambio secuencial preciso, 
aniones en lados opuestos de la membrana, requerido para preservar 
la electroneutralidad celular; solo una vez cada 10 000 ciclos de trans- 
porte, aproximadamente, Un anión se mueve de manera unidireccional 
desde un lado de la. membrana hacia el otro. La AEl está compuesta por 
un dominio inserto en la membrana, plegado en al menos doce hélices 


uno a uno, de 


(b) En los capilares pulmonares 
Baja presión de CO, 
Alta presión de O, 


Hemoglobi 
globina O, 


Residuo 
de histidina 


es ll 
| «LL HCOy Ne 
Anhidrasa 3 pa 
carbónica 
| / 
HCOz” cr 


Cl- y HCOy” a través de la membrana. La reacción general hace que el HCOz 
sea liberado desde la célula, lo que resulta esencial para el transporte máximo 
de CO, desde los tejidos hacia los pulmones y para mantener la neutralidad de 
pH en la célula sanguínea. (b) En los pulmones, donde se excreta el dióxido de 
carbono, la reacción general se invierte. Véase el texto para mayo! detalle. 
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dl transmembrana que catalizan el transporte aniónico, y un dominio 


que enfrenta el citosol y ancla ciertas proteínas del citoesqueleto a la 
membrana (véase la Fig. 17-21). 


Numerosas proteínas de transporte permiten 
que las vacuolas vegetales acumulen ¡ones y 
metabolitos 


La luz de las vacuolas de los vegetales es mucho más ácida (pH 3-6) 
que el citosol (pH 7,5). La acidez de las vacuolas se mantiene merced a 
una bomba protónica clase V, impulsada por ATP (véase la Fig. 11-9), 
y por una bomba protónica impulsada por pirofosfato, exclusiva de 
las plantas. Ambas bombas, localizadas en la membrana vacuolar, im- 
portan ¡ones H* a la luz de las vacuolas en contra de un gradiente de 
concentración. La membrana vacuolar contiene, además, canales CI y 
NOy” que transportan estos aniones desde el citosol hacia el interior 
de la vacuola. El ingreso de estos aniones en contra de sus gradientes 
de concentración está impulsado por el potencial con el interior posi- 
tivo generado por las bombas de H*. La operación combinada de estas 
bombas protónicas y canales aniónicos produce un potencial eléctri- 
co con el interior positivo de aproximadamente 20 mV, a través de la 
membrana de la vacuola, y también un gradiente de pH significativo 
(Fig. 11-29). 


Proteínas que bombean H* 


ADP +Pj 


Canal iónico Cl Luz de la vacuola vegetal 


(pH = 3-6) 
Proteínas 


PR EVE 


Citosol 
(pH =7,5) 


H+ H+ H+ 
Proteínas antiportadoras de protones 


Figura 11-29 Concentración de ¡ones y sacarosa en la vacuola vegetal. 
La membrana vacuolar contiene dos tipos de bombas protónicas (anaranjado) 
una ATPasa H+ clase V (izquierda) y UNa bomba protónica que hidroliza pirofos- 
fato (derecha), que difiere de todas las otras proteínas de transporte de iones, 

y probablemente sea exclusiva de los vegetales. Estas bombas Sec pH 
luminal bajo, así como un potencial eléctrico con interior positivo a traves de la 


membrana vacuolar debido al bombeo de iones H* hacia el interior. El potencial 
movimiento de Cl y NO3” desde el citosol a 


adas (púrpura). Los antiportadores protónicos 
e H* acumulan Na*, Ca?+ y sacarosa en el 


con interior positivo impulsa el 
través de proteínas de canal separ 
(verde) impulsados por el gradient 
interior de la vacuola. (Tomado de 8.) Bar 
47:159-184 y P A. Rea y cols, 1992, Trends Biochem Sci 17:348) 


kla y O. Pantoja, 1996, Rev. Plant Physiol Plant Mol Biol 


El gradiente electroquímico de protones a través de la membrana 
de la vacuola vegetal se emplea, en gran medida, del mismo modo que 
el gradiente electroquímico de Na* a través de la membrana plasmática 
de la célula animal: para impulsar la captación o expulsión selectiva de 
pequeñas moléculas e iones por varios antiportadores. En Ea por 
ejemplo, el exceso de sacarosa generado durante la fotosíntesis durante 
el día se almacena en la vacuola; durante la noche, la sacarosa almace- 
nada se mueve hacia el citoplasma y S€ metaboliza en CO, y HO, con 
la generación concomitante de ATP a partir de ADP y P;. Un a 
dor protón/sacarosa de la membrana de la vacuola opera para acumu ar 
sacarosa en las vacuolas de los vegetales. El movimiento hacia seso 
de sacarosa es impulsado por el movimiento hacia afuera de H*, que 
se ve favorecido por su gradiente de concentración (luz > citosol) y el 
potencial citosólico negativo a través de la membrana vacuolar (véase 
la Fig. 11-29). La captación de Ca?+* y Na* por parte de la vacuola desde 
el citosol, en contra de los gradientes de concentración, es mediada de 
modo similar por antiportadores protónicos. 


El conocimiento acerca del transporte de las proteínas en las 
SÁ membranas de las vacuolas vegetales resulta sumamente impor- 
tante para incrementar la producción agrícola en suelos de alta salinidad 
(NaCl), que se encuentran dispersos en todo el mundo. Como la mayo- 
ría de las cosechas útiles no pueden crecer en estos suelos salinos, los 
científicos especializados en agricultura han buscado, desde hace tiem- 
po, desarrollar plantas tolerantes a la sal, por los métodos de injerto tra- 
dicionales. Con la disponibilidad de genes clonados que codifican el 
antiportador de las vacuolas Na*/H*, los investigadores, en la actualidad, 
pueden producir plantas transgénicas que sobreexpresen esta proteína 
transportadora, lo que conduce al secuestro elevado de Na* en el inte- 
rior de las vacuolas. Por ejemplo, las plantas transgénicas de tomate que 
sobreexpresan el antiportador vacuolar Na*/H* pueden crecer, florecer 
y fructificar en presencia de concentraciones de NaCl en el suelo, que 
matarían las plantas de tipo silvestre. Resulta interesante que, aunque las 
hojas de estas plantas transgénicas de tomate acumulen grandes canti- 
dades de sal, los frutos tengan una concentración de sal muy baja. M 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 11.5 
Cotransporte por simportadores y antiportadores 


* El gradiente electroquímico a través de una membrana semipermea- 
ble determina la dirección del movimiento iónico a través de proteínas 
transmembrana. Las dos fuerzas que constituyen el gradiente electro- 
químico —el potencial eléctrico de la membrana y el gradiente de con- 


centración iónica— pueden actuar en la misma dirección o en direccio- 
nes opuestas (véase la Fig. 11-25). 


* Los cotransportadores utilizan la energía liberada por el movimiento de 
un ion (habitualmente, H* o Na*) a favor de su gradiente electroquímico 
para impulsar la importación o la exportación de una molécula pequeña 
o de un ion diferente en contra de su gradiente de concentración. 


* Las células que tapizan el intestino delgado y los túbulos renales 
contienen proteínas simportadoras que acoplan la entrada energéti- 
camente favorable de Na* a la importación de glucosa en contra de 
su gradiente de concentración (véase la Fig. 11-26). Los aminoácidos 
también ingresan en la célula mediante simportadores acoplados a Na”. 
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* La estructura molecular de un simportador Na HAU naicid sao 
riano revela el modo en el que la unión de Na* y leucina están aco- 
plados y proporciona un panorama de un intermediario de transporte 
ocluido en el cual los sustratos unidos no pueden difundir fuera de la 


proteína (véase la Fig. 11-27). 

, ó ) 
* En las células musculares cardíacas, la exportación de Ca?* está aco- 
plada a la importación de Na* y es impulsada por éste a través de un 
antiportador catiónico que transporta tres iones Na* hacia el interior, 


por cada ion Ca”* exportado. 


* Dos cotransportadores activados a bajo pH ayudan a mantener el pH 
citosólico en las células animales, muy cercano a 7,4, a pesar de la pro- 
ducción metabólica de ácido carbónico y láctico. Uno, un antiportador 
Na*/H*, exporta el exceso de protones. El otro, un cotransportador 
Na*HCOy/CF, importa HCOy” que se disocia en el citoso] para gene- 
rar ¡ones OH” que elevan el pH. 


* Un antiportador CI-/HCO,” activado, a elevado pH, exporta HCO,” 
cuando el pH citosólico se incrementa por encima de lo normal y pro- 
voca un descenso del pH. 


* El AEl, un antiportador CF/HCO5” de la membrana de los eritroci- 
tos, aumenta la capacidad de la sangre para transportar CO, desde los 
tejidos hacia los pulmones (véase la Fig. 11-28). 


* La captación de sacarosa, Na*, Ca?+ y otras sustancias por parte de las 
vacuolas vegetales es llevada a cabo por antiportadores protónicos de la 
membrana de las vacuolas. Los canales iónicos y las bombas protónicas 
de la membrana son críticos para generar un gradiente de concentra- 
ción protónico lo suficientemente elevado como para impulsar la acu- 
mulación de iones y metabolitos en las vacuolas por estos antiportado- 
res protónicos (véase la Fig. 11-29), 


11.6 Transporte transcelular 


Las secciones previas ilustraron el modo en que varios tipos de trans- 
portadores operan en conjunto para desempeñar funciones celulares 
importantes. Aquí, ampliamos este concepto al centrarnos en el trans- 
porte de varios tipos de moléculas e iones a través de células polari- 
zadas, que son células asimétricas (con diferentes “lados”) y poseen 
regiones diferentes de la membrana plasmática, desde el punto de vista 
bioquímico. Una clase particularmente bien estudiada de células pola- 
rizadas son las epiteliales que forman capas del tipo de láminas (epi- 
telios) que cubren la mayoría de las superficies externas e internas de 
los órganos del cuerpo. Las células epiteliales se analizarán con mayor 
detalle en el Capítulo 20. A] igual que muchas células epiteliales, una 
célula del epitelio intestinal implicada en la absorción de nutrientes, 
desde el tubo digestivo, tiene Una membrana plasmática organizada en 
rincipales: la superficie que enfrenta el exterior 
del organismo, denominada Superficie apical o parte superior, y la cara 
que enfrenta el interior (cara que enfrenta el torrente sanguíneo) del 
organismo, llamada superficie basolatera] (véase la Fig. 20-10). 
Las regiones especializadas de la membrana plasmática, denomi- 
nadas uniones fuertes, separan las membranas apical y basolatera] y 
evitan que muchas, aunque no todas, sustancias hidrosolubles se mue- 
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Figura 11-30 Transporte transcelular de glucosa desde la luz del intesti. 
no hacia la sangre. La ATPasa Na*/ K* de la superficie basolateral de la mem. 
brana genera gradientes de concentración de Na* y K* (paso ID). El movimiento 
hacia afuera de los iones K+ a través de canales de K* sin compuerta genera un 
potencial de membrana con el interior negativo a través de toda la membrana 
plasmática. Tanto el gradiente de concentración de Na* como el potencial de 
membrana se emplean para impulsar la captación de glucosa desde la luz del 
intestino mediante un simportador de dos Na* / una glucosa localizado en 

la superficie de la membrana apical (paso EJ). La glucosa sale de la célula por 
medio de difusión facilitada catalizada por la GLUT2, un uniportador de glucosa 
localizado en la membrana basolateral (paso EJ). 


van de un lado al otro a través del espacio extracelular existente entre 
las células. Por esta razón, la absorción de muchos nutrientes desde la 
luz del intestino a través de la capa de células epiteliales y, finalmente, a 
la sangre se lleva a cabo en un proceso de dos etapas llamado transpor- 
te transcelular. la importación de moléculas a través de la membrana 
plasmática, desde el lado apical de las células del epitelio intestinal, y 
su exportación a través de la membrana plasmática del lado basolateral 
(que enfrenta la sangre) (Fig. 11-30). La porción apical de la membrana 
plasmática, que enfrenta la luz intestinal, está especializada para la ab- 
sorción de azúcares, aminoácidos y Otras moléculas producidas a partir 
de los alimentos por múltiples enzimas digestivas. 


Se requieren múltiples proteínas de transporte 
para movilizar la glucosa y los aminoácidos 
a través de los epitelios 


La Figura 11-30 muestra las proteínas que median la absorción de la 
glucosa desde la luz del intestino hacia la sangre e ilustra el importante 
concepto según el cual diferentes tipos de proteínas están localizadas 
en las membranas apical y basolateral de las células epiteliales. En la 
primera etapa de este proceso, un simportador dos Na*/ una glucosa, 
localizado en la membrana apical, importa la glucosa, contra su gra- 
diente de concentración, desde la luz del intestino a través de la super- 
ficie apical de las células epiteliales. Como se vio anteriormente, este 
simportador acopla el ingreso energéticamente desfavorable hacia el 
interior de una molécula de glucosa al transporte hacia adentro, ener- 
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géticamente favorable, de dos iones Na* (véase la Fig. 11-26). En el es- 
tado estacionario, todos los iones Na+ transportados desde la luz del 
intestino hacia el interior de la célula durante el simporte Na*/glucosa 
o el proceso similar al simportador Na*/aminoácido, que también ocu- 
rre en la membrana apical, son bombeados al exterior a través de la 
membrana basolateral que enfrenta a la sangre. Así, se mantiene la baja 
concentración intracelular de Na*. La ATPasa Na*/K+ 
este proceso se encuentra exclusivamente en la ra 
de las células del epitelio intestinal. ió : 
dos proteínas de ¡peca pa a a hs En 
La ento cuesta arriba de 
glucosa y aminoácidos, desde el intestino hacia el interior de la célula 
Esta primera etapa en el transporte transcelular, finalmente, 
pulsada por la hidrólisis de ATP por la ATPasa Na*/K*. 

En la segunda etapa, la glucosa y los aminoácidos concentrados 
dentro de las células intestinales por los simportadores apicales son 
importados a favor de sus gradientes de concentración a la sangre me- 
diante proteínas uniportadoras de la membrana basolateral. En el caso 
de la glucosa, este movimiento está mediado por GLUT? (véase la Fig. 
11-30). Como se comentó previamente, esta isoforma GLUT tiene una 
afinidad relativamente baja por la glucosa, pero incrementa su veloci- 
dad de transporte de modo notable cuando el gradiente de glucosa a 
través de la membrana aumenta (véase la Fig. 11-4). 

El resultado final de este proceso de dos etapas es el movimiento 
de iones Na”, glucosa y aminoácidos desde la luz del intestino, a 
través del epitelio intestinal, hacia el medio extracelular que rodea 
la superficie basolateral de las células del epitelio intestinal y, final- 
mente, a la sangre. Las uniones fuertes entre las células epiteliales 
evitan que estas moléculas difundan nuevamente hacia la luz del in- 
testino. La presión osmótica elevada, creada por el transporte trans- 
celular de sal, glucosa y aminoácidos a través del epitelio intestinal, 
arrastra agua desde la luz del intestino principalmente a través de 
las uniones estrechas al medio extracelular que rodea la superficie 
basolateral; las acuaporinas no parecen desempeñar una función 
central. En un sentido, las sales, la glucosa y los aminoácidos, “lle- 


está im- 


van” el agua junto con ellos. 


La terapia de rehidratación simple depende 
del gradiente osmótico creado por la absorción 


de glucosa y Na* 


a El conocimiento de la ósmosis y de la absorción intestinal de 
sal y glucosa forma las bases de un tratamiento Snpio que 
salva millones de vidas cada año, en particular, en los países menos 
desarrollados. En éstos, el cólera y otros patógenos intestinales son 
causas centrales de muerte en los niños pequeños. Una toxina libe- 
rada por la bacteria activa la secreción de cloro, desde le do 
apical de las células epiteliales del intestino hacia la e el agua las 
sigue osmóticamente, y la pérdida masiva de agua resultante provo- 
ca diarrea, deshidratación y finalmente la muerte. La curación re- 
minación de las bacterias con antibióticos, sino 
—el reemplazo del agua perdida desde la 


quiere no solo la eli 
también la rehidratación 


sangre y otros tejidos-. 
El simple consumo de agua no ayuda porque se excreta desde la 


vía digestiva casi tan rápido como ingresa a través de ésta. Sin pa 
zo, como hemos aprendido recientemente, el transporte coordina O 
de glucosa y Na* a través del epitelio intestinal crea un gradiente Os- 
mótico transepitelial y fuerza el movimiento de agua desde la luz del 


e 


intestino, a través de la capa de células epiteliales y, finalmente, a la 
sangre. Así, dar a un niño afectado una solución de azúcar y agua para 
beber (pero no de sal o azúcar solamente) provoca un incremento del 
transporte de sodio y azúcar a través del epitelio y, en consecuencia, 
un flujo osmótico elevado de agua hacia la sangre desde la luz del 
intestino, lo que conduce a la rehidratación. Las soluciones azúcar-sal 
de este tipo constituyen la base de las bebidas populares que consu- 
men los atletas para administrar azúcar y agua al organismo de modo 
rápido y eficiente. M 


Las células parietales acidifican el contenido del 
estómago y mantienen el pH citosólico neutro 


El estómago de los mamíferos contiene una solución 0,1 M de ácido 
clorhídrico (HCl). Este medio muy ácido elimina muchos patóge- 
nos ingeridos y desnaturaliza numerosas proteínas, de modo tal que 
pueden ser degradadas por enzimas proteolíticas (p. ej., pepsina), 
que funcionan a pH ácido. En el estómago, el ácido clorhídrico es 
secretado por células epiteliales especializadas denominadas células 
parietales (conocidas también como células oxínticas) de la cubierta 
estomacal. Estas células contienen una ATPasa H*/K* en su mem- 
brana apical, que enfrenta la luz del estómago y genera un gradiente 
de concentración de H* de un millón de veces: pH —1,0 en la luz 
del estómago frente a un pH 7,2 en el citosol celular. Esta proteína 
de transporte es una bomba iónica clase P, impulsada por ATP, de 
estructura y función similar a la ATPasa Na*/K* de la membrana 
plasmática analizada anteriormente. Las numerosas mitocondrias de 
las células parietales producen abundante ATP para ser empleado 
por la ATPasa H*/K*. 

Si las células parietales simplemente exportaran iones H* en in- 
tercambio por K*, la pérdida de protones conduciría a un incremento 
de la concentración de iones OH en el citosol y, de este modo, un au- 
mento pronunciado del pH citosólico. (Recuerde que [H*] x [OH"] 
es siempre una constante, 107!* M?). Las células parietales evitan este 
incremento del pH citosólico en conjunto con una acidificación de 
la luz estomacal, con el empleo de antiportadores CI-/HCO5”7 en la 
membrana basolateral, para exportar el “exceso” de iones OH” desde 
el citosol hacia la sangre. Como ya se mencionó, este antiportador 
aniónico se activa a un pH citosólico elevado. 

El proceso general por el cual las células parietales acidifican la 
luz del estómago se ilustra en la Figura 11-31. En una reacción ca- 
talizada por la anhidrasa carbónica, el OH” citosólico en “exceso” se 
combina con el CO,, que difunde al interior desde la sangre y for- 
ma HCO)y”. Catalizado por el antiportador aniónico basolateral Cl-/ 
HCO;,, este ion bicarbonato es exportado a través de la membrana 
basolateral (y, finalmente, a la sangre) en intercambio por un ion CF. 
Los iones CI" luego salen a través de los canales de Cl” de la membra- 
na apical e ingresan en la luz del estómago. Para preservar la electro- 
neutralidad, cada ion Cl” que se moviliza hacia la luz del estómago a 
través de la membrana apical está acompañado por un ion K* que se 
desplaza hacia afuera por medio de un canal separado de K*. De este 
modo, el exceso de iones K* bombeado hacia adentro por la ATPasa 
H*/K* regresa a la luz del estómago, y se mantiene, de este modo, la 
concentración intracelular normal de K*. El resultado de este proce- 
so es la secreción de cantidades iguales de iones H* y CHF (HCI) a la 
luz del estómago, mientras que el pH del citosol permanece neutro 
y el exceso de iones OH”, como HCO,,, se transportan a la sangre. 
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Figura 11-31 Acidificación de la luz del estómago por las células parie- 
tales de la cubierta gástrica. La membrana apical de las células parietales 
contiene una ATPasa H+/K+ (una bomba clase P), así como canales proteicos 

CI” y K+. Nótese el transporte cíclico de K* a través de la membrana apical: los 
jones K+ son bombeados hacia el interior por la ATPasa H+/K+ y salen a través 
de un canal K+. La membrana basolateral contiene un antiportador aniónico 
que intercambia iones HCOz y Cl”. La operación combinada de estas cuatro 
proteínas diferentes de transporte y de la anhidrasa carbónica acidifica la luz del 
estómago y, a la vez, mantiene la neutralidad de pH del citosol. 


La resorción ósea requiere la función coordinada 
de una bomba protónica clase V y un canal proteico 
específico de cloro 


El crecimiento neto del hueso, en los mamíferos, se detiene exactamen- 
te después de la pubertad, pero durante toda la edad adulta se produce 
un proceso finamente modulado y altamente dinámico de desensam- 
blaje (reabsorción) y reensamblaje (formación ósea). Este remodela- 
miento óseo continuo permite la reparación de los huesos dañados y 
puede liberar calcio, fosfato y otros iones del hueso mineralizado a la 
sangre, para ser empleados en cualquier lugar del organismo. 

Los osteoclastos, las células que disuelven huesos, constituyen un 
tipo de macrófagos mejor conocidos por su función de proteger al or- 
ganismo de las infecciones. Los osteoclastos son células polarizadas que 
forman uniones muy fuertes entre éstos y los huesos, lo que crea un 
espacio extracelular cerrado (Fig. 11-32). Después, un osteoclasto ad- 
herido secreta a este espacio una mezcla corrosiva de HCl y proteasas 
que disuelven los componentes inorgánicos del hueso en Ca?* y fosfato, 
y digieren sus componentes proteicos. El mecanismo de secreción de 
0 es similar al empleado por el estómago para generar jugo digestivo 
(véase la Fig. 11-31). Como sucede con la secreción de HC] gástrico, la 
anhidrasa carbónica y la proteína antiportadora aniónica son impor- 
es ei Los Aeoclatos utilizan una 
ei Se exportar ¡ones H* al espacio que enfren- 
A e pe del que lo hace una bomba clase P 

s células del epitelio gástrico. 


2 La ra de . 
La rara enfermedad hereditaria osteopetrosis, caracterizada por el 
aumento de la densidad Ósea, se debe a u 


na reabsorción ósea 
anormalmente baja. Muchos pacientes tienen una 


mutación inactivan- 
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-32 La disolución del hueso por los osteoclastos polarizados 
tónica clase V y el canal de cloro CIC-7. La mer. 
brana plasmática de los osteoclastos esta dividida en dos dominios separados 
por unión estrecha entre un anillo de membrana y la superficie ósea. El dominio 
de membrana que enfrenta el hueso contiene bombas de protones clase V y 
canales de Cl- CIC-7. El dominio opuesto de la membrana contiene antiportado- 
res aniónicos que intercambian iones HCOy” y Cl-. La operación combinada de 
estas tres proteínas de transporte y de la anhidrasa carbónica acidifica el espacio 
encerrado y permite la resorción ósea; a su vez, mantiene el pH neutro del cito- 
sol. (Véase R. Planells-Cases y T. Jentsch, 2009, Biochim. Biophys. Acta 1792:173 para un análisis del CIC-7) 


Figura 11 
requiere una bomba pro 


te en el gen que codifica la CIC-7, la proteína del canal de cloro, locali- 
zada en el dominio de la membrana plasmática del osteoclasto que 
enfrenta el espacio cercano al hueso. Como sucede con los lisosomas 
(véase la Fig. 11-14), en ausencia de un canal de cloro, la bomba protó- 
nica no puede acidificar el espacio extracelular cerrado y, de este modo, 
la reabsorción ósea es defectuosa. Mi 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 11.6 
Transporte transcelular 


* Los dominios de la membrana plasmática apical y basolateral de las 
células epiteliales contienen diferentes proteínas de transporte y llevan 
a cabo diversos procesos de transporte. 


* En la célula epitelial intestinal, la operación coordinada de los im- 
portadores ligados al Na* en la membrana apical y las ATPasas Na*/K* 
y los uniportadores de la membrana basolateral median el transport 
transcelular de aminoácidos y glucosa, desde la luz del intestino hacia 
la sangre (véase la Fig. 11-30). 


* La presión osmótica elevada, creada por el transporte transcelular de 
sal, glucosa y aminoácidos a través del epitelio intestinal, arrastra agua 
desde la luz del intestino hacia el organismo, un fenómeno que sirve 
como base para la terapia de rehidratación que emplea soluciones con 
sal y azúcares. 


La acción combinada de la anhidrasa carbónica y cuatro proteina 
ys , 4 . arizan 
transportadores distintas permite que las células parietales que tapizal 
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el estómago secreten HCI hacia la luz y, a la vez, mantengan su pH cito- 


sólico cerca de la neutralidad (véase la Fig. 11-31). 


«La reabsorción ósea requiere la fusión coordinada, en los osteoclastos, 
de una bomba protónica clase V y de la proteína del canal de cloro 


CIC-7 (Fig. 11-32). 


Perspectivas para el futuro 


En este capítulo, hemos explicado la acción de las proteínas específicas 
de transporte de membrana y su impacto en ciertos aspectos de la fi- 
siología humana; este enfoque de la fisiología molecular tiene muchas 
aplicaciones médicas. Aun en la actualidad, los inhibidores o activado- 
res específicos de los canales, bombas y transportadores constituyen la 
clase de fármacos simples más significativa. Por ejemplo, un inhibidor 
de la ATPasa H*/K* gástrica que acidifica el estómago es el fármaco más 
ampliamente utilizado para el tratamiento de las úlceras gástricas y el 
síndrome de reflujo gástrico. Los inhibidores de los canales proteicos 
renales se emplean, con gran frecuencia, para controlar la hiperten- 
sión (presión arterial elevada); al bloquear la reabsorción de agua en la 
sangre desde la orina formada en los riñones, estos fármacos reducen 
el volumen sanguíneo y, así, la presión arterial. Los bloqueantes de los 
canales de calcio se utilizan ampliamente para controlar la intensidad 
de la contracción del corazón. Las sustancias que inhiben un canal de 
potasio, en particular en las células f de los islotes, incrementan la se- 
creción de insulina (véase la Fig. 16-38), y son muy utilizados para tra- 
tar la diabetes que aparece en la edad adulta (tipo ID. 

Con la finalización del proyecto genoma humano, tenemos a nues- 
tro alcance las secuencias de todas las proteínas de transporte de mem- 
brana de los seres humanos. Ya sabemos que las mutaciones en muchas 
de éstas provocan enfermedades —la fibrosis quística, debida a la mu- 
tación de la CFTR, y la osteopetrosis, provocada por mutaciones en 
el canal de cloro CIC-7, son ejemplos-. Más recientemente, se mostró 
que las mutaciones con pérdida de la función en cada subunidad de 
un canal de cloro diferente, CIC-K, producen pérdida de sal por medio 
del riñón y sordera. Esta explosión de conocimientos básicos, que aso- 
cian determinadas enfermedades genéticas con proteínas específicas 
de transporte, permitirá a los investigadores investigar nuevos tipos de 
compuestos que inhiben o activan exactamente una de estas proteínas 
de transporte de la membrana, y no a Sus homólogas. Sin embargo, co- 
nocer la función de una proteína individual de transporte, en cada uno 
de los diversos tejidos en los cuales se expresa, constituye un desafío 
importante. 

Otro desafío central es comprender de qué manera cada canal, 
transportador y bomba están regulados para satisfacer las necesida- 
des de la célula. Al igual que otras proteínas celulares, muchas de estas 
proteínas experimentan fosforilación reversible, ubiquitinación y otras 
modificaciones covalentes que influyen en su actividad, pero en la gran 
mayoría de los casos, no comprendemos de qué modo esta regulación 
incide en la función celular. Muchos canales, transportadores y bombas 
ntran en las membranas intracelulares, no en 
y se movilizan hacia ésta sólo cuando está 
presente una hormona en particular. La adición de insulina al músculo, 
hace que el trasportador de glucosa GLUTA4 se desplace 
ares hacia la membrana plasmática, lo 


normalmente se encue 
la membrana plasmática, 


por ejemplo, 
desde las membranas intracelul 


ptación de glucosa. Como ya se mencionó, 
la adición de vasopresina a ciertas células renales permite, de modo 
similar, que una acuaporina se desplace hacia la membrana plasmática 
incrementando la tasa de transporte de agua. Pero a pesar de muchas 
stán claros los mecanismos celulares por los 
ulan el movimiento de las proteínas de trans- 
sde ésta; tampoco se conoce la 


que aumenta la tasa de ca 


investigaciones, aún no € 
cuales las hormonas estim 
porte hacia la membrana plasmática y de 
regulación de estos procesos. 


Palabras clave 
superfamilia ABC 485 potencial de membrana 475 
transporte activo 476 ATPasa Na*/K* 489 
antiporte 502 patch-clamping 500 
acuaporinas 480 bomba clase P 484 
canal K* en reposo 497 


bomba impulsada por ATP 476 
cotransporte 502 
gradiente electroquímico 475 


potencial en reposo 495 
retículo sarcoplasmático 486 


transporte facilitado 476 difusión simple 474 

bomba clase F 484 simporte 502 

flipasa 493 unión fuerte 508 

canal con compuerta 476 transportador 476 
proteínas GLUT 479 transporte transcelular 508 
hipertónico 481 uniporte 478 

hipotónico 481 bomba clase V 484 


isotónico 481 


Revisión de los conceptos 


1. El óxido nítrico (NO) es una molécula gaseosa con solubilidad en 
lípidos, similar a la de O, y CO). Las células endoteliales que recubren 
las arterias emplean el NO para enviar señales a las células cercanas de 
músculo liso para que se relajen, lo que incrementa el flujo sanguíneo. 
¿Qué mecanismo o mecanismos transportarían el NO desde el lugar 
en el que se produce, en el citoplasma de una célula endotelial, hacia el 
citoplasma de una célula de músculo liso en donde actúa? 

2. El ácido acético (un ácido débil con una pK, de 4,75) y el etanol (un 
alcohol) están compuestos, cada uno, por dos carbonos, hidrógeno y 
oxígeno, y ambos ingresan en las células por difusión pasiva. A pH 7, 
uno es mucho más permeable a la membrana que el otro. ¿Cuál es más 
permeable y por qué? Prediga de qué manera la permeabilidad de cada 
uno se altera cuando el pH se reduce a 1, un valor típico del estómago. 
3. Los uniportadores y los canales iónicos sostienen la difusión facili- 
tada a través de las biomembranas. Aunque ambos son ejemplos de la 
difusión facilitada, las tasas de movimiento iónico a través de un canal 
iónico son aproximadamente 10*-10? veces mayores que la del movi- 
miento de las moléculas a través de un uniportador. ¿Qué diferencias 
de mecanismos clave producen esta gran diferencia en la velocidad del 
transporte? ¿Qué contribución a la energía libre (AG) determina la di- 
rección del transporte? 

4. Nombre las tres clases de transportadores. Explique cuál o cuáles de 
estas clases son capaces de movilizar glucosa y cuáles movilizan bicar- 
bonato (HCOy”) en contra de un gradiente electroquímico. En el caso 
del bicarbonato, pero no de la glucosa, la AG del proceso de transporte 
tiene dos términos. ¿Cuáles son estos dos términos y por qué el segundo 
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no se aplica a la glucosa? ¿Por qué los cotransportadores, con frecuencia, 
se mencionan como ejemplos de transporte activo secundario? 

5. Un ion H* es más pequeño que una molécula de HO, y una molé- 
cula de glicerol —un alcohol de tres carbonos— es mucho más grande. 
Ambas se disuelven fácilmente en H,0O. ¿Por qué las acuaporinas no 
transportan H* mientras que algunas pueden transportar glicerol? 

6. La GLUT1, presente en la membrana plasmática de los eritrocitos, es 
un ejemplo clásico de uniportador. 

a. Proyecte un conjunto de experimentos para probar que la GLUT1 
es, en realidad, un uniportador específico de glucosa más que un uni- 
portador específico de galactosa o manosa. 

b. La glucosa es un azúcar de seis carbonos, mientras que la ribosa 
es un azúcar de cinco carbonos. A pesar de su tamaño más pequeño, 
la ribosa no se transporta eficientemente a través de GLUT1. ¿Cómo 
puede explicar esto? 

c. Un descenso en el azúcar sanguíneo de 5 mM a 2,8 mM o por 
debajo puede provocar confusión y pérdida de conocimiento. Calcule 
el efecto de este descenso en el transporte de glucosa en las células que 
expresan GLUTI. 

d. ¿De qué manera las células del hígado y del músculo maximizan la 
captación de glucosa sin cambiar la V_, ? 

e. Las células tumorales que expresan GLUT1, con frecuencia, tienen 
una V,,, más elevada para el transporte de glucosa que las células sanas 
del mismo tipo. ¿De qué manera estas células incrementan la Vináx? 

f. La grasa y las células musculares modulan la V,,,, para la captación 
de glucosa en respuesta a la señalización de la insulina. ¿Cómo? 

7. Nombre las cuatro clases de bombas impulsadas por ATP que pro- 
ducen el transporte activo de iones y moléculas. Indique cuáles de estas 
clases transportan iones solamente y cuáles transportan principalmen- 
te moléculas orgánicas pequeñas. El descubrimiento inicial de una clase 
de estas bombas impulsadas por ATP no provino del estudio del trans- 
porte de un sustrato natural, sino de sustratos artificiales empleados 
como fármacos quimioterapéuticos para el cáncer. ¿Qué piensan los 
investigadores, ahora que constituyen ejemplos comunes de los sustra- 
tos naturales de esta clase particular de bombas impulsadas por ATP? 
8. Explique por qué la reacción acoplada ATP > ADP + P; en el meca- 
nismo de las bombas ¡ónicas clase P no implica directamente la hidró- 
lisis del enlace fosfoanhidrido. 

9. Describa un mecanismo de retroalimentación negativa para contro- 
lar la concentración creciente de Ca?* citoplasmático en las células que 
requieren cambios rápidos en la concentración de Ca?* para su funcio- 
namiento normal. ¿De qué modo un fármaco que inhibe la actividad 
de calmodulina afectaría la concentración de Ca?* regulada por este 
mecanismo? ¿Cuál sería el efecto sobre la función de, por ejemplo, una 
célula de músculo esquelético? 

10. Ciertos inhibidores de la bomba de protones inhiben la secreción 
del ácido estomacal y se encuentran entre los fármacos más amplia- 
mente vendidos en el mundo en la actualidad. ¿Qué bomba inhibe este 
tipo de sustancia y dónde se localiza esta bomba? 

11. El potencial de membrana de las células animales, pero no de las ve- 
getales, depende —en gran medida- de los canales de K* en reposo. ¿De 
qué manera contribuyen estos canales al potencial de reposo? ¿Por qué 
se considera que estos canales carecen de compuerta? ¿De qué modo 
estos canales logran la selectividad por K* frente a Na*, que es más 
pequeño que el K*? 

12. La fijación de membrana puede emplearse para medir las propie- 
dades de conductancia de canales iónicos individuales. Describa de qué 
manera esta técnica puede utilizarse para determinar si el gen que co- 
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difica para un canal K* putativo de hecho codifica p 
un canal Na”. 

13. Las plantas emplean el gradiente electroquímico de los Ds 
través de la membrana de la vacuola para impulsar la acumulaci 
sales y azúcares en el orgánulo. Esto crea un estado hipertón ÓN de 
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interior de las células animales. ¿De qué manera la ATPasa Nal dl 
membrana plasmática capacita a las células animales para iban se 
osmótica en condiciones isotónicas? 

14. En el caso del transportador bacteriano sodio/leucina, 
característica clave distintiva de los iones unidos de sodio q 
que otros iones, en particular K*, no se unan? 

15. Describa el proceso de simporte por el cual las células Que rec 
bren el intestino delgado importan glucosa. ¿Qué ¡on es el causante de 
transporte y cuáles son las dos características particulares que facilitar 
el movimiento energéticamente favorecido de este ¡on a través dela 
membrana plasmática? 

16. El desplazamiento de glucosa de un lado del epitelio intestinal a] 
otro es un ejemplo central de transporte transcelular. ¿De qué manera 
la ATPasa Na*/K* impulsa el proceso? ¿Por qué las uniones fuertes Son 
esenciales para éste? ¿Por qué la localización de los transportadores, 
específicamente en la membrana apical y basolateral, es crucial para el 
transporte transcelular? Los suplementos de rehidratación, como las 
bebidas deportivas, incluyen un azúcar y una sal. ¿Por qué ambas son 
importantes para la rehidratación? 


Fl 
an la lisis 


¿cuál 651, 


ue Segura 


Análisis de los datos 


Imagine que usted está investigando el transporte transepitelial de la 
glucosa radiactiva. Las células del epitelio intestinal se hacen crecer en 
cultivo para formar una lámina completa, de modo tal que el fluido 
que baña el dominio apical de las células (el medio apical) está com- 
pletamente separado del que baña el dominio basolateral de las células 
(el medio basolateral). Se añade glucosa radiactiva (**C-marcada) al 
medio apical y se controla la aparición de radiactividad en el medio ba- 
solateral, en términos de cuentas por minuto por mililitro (cpm/ml), 
una medida de la radiactividad por unidad de volumen. 

Tratamiento 1: Tanto el medio apical como el basolateral contie- 
nen, cada uno, Na* 150 mM (curva 16); 

Tratamiento 2: El medio apical contiene Na* 1mM, y el medio ba- 
solateral, Na* 150 mM (curva 2). 


Tratamiento 3: El medio apical contiene Na* 150 mM, y el medio 
basolateral, Na* 1 mM (curva 3). 


Radiactividad en el medio basolateral 
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a. ¿Cuál es una explicación probable para los diferentes resultados ob- 
tenidos en los tratamientos 1 y 3 versus tratamiento 2? 

b. En estudios adicionales, el fármaco ouabaína, que inhibe las ATPasas 
Na*/K*, se incluye según se indica. 

Tratamiento 4: El medio apical y basolateral contienen Na* 150 mM y 
el medio apical contiene ouabaína (curva 4). 

Tratamiento 5: El medio apical y el basolateral contienen Na* 150 mM, 
y el medio basolateral contiene ouabaína (curva 5). 


Radiactividad en el medio basolateral 
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b. ¿Cuál es una explicación probable para los diferentes resultados ob- 
tenidos en el tratamiento 4 versus el tratamiento 5? 

c. Ciertos compuestos naturales y fármacos probados para el trata- 
miento de la diabetes disminuyen el transporte de glucosa en las células 
del epitelio intestinal o renal y, por lo tanto, los niveles de azúcar en la 
sangre. La adición de un fármaco de este tipo al medio apical hace que 
el transporte sea similar al del Tratamiento 5, mientras que su adición 
al medio basolateral hace que el transporte sea similar al del Tratamien- 
to 4. ¿Cuál es la diana más probable de este fármaco y cuál es el efecto 


sobre su diana? 
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Tropezando con el transporte activo 


J, Skou, 1957, Biochem. Biophys. Acta 23:394 


P- aqutr de 1950, Jens Skou era un jo- 
ven médico que investigaba los efectos de 
los anestésicos locales en las bicapas lipídicas 
aisladas. Necesitaba una enzima asociada 
a membranas fácil de ensayar para emplear 
como marcador en sus estudios. Descubrió 
una enzima crítica para el mantenimiento del 
potencial de membrana, la ATPasa Na*/K*, 
una bomba molecular que cataliza el trans- 
porte activo. 


Antecedentes 


Durante la década de 1950, muchos inves- 
tigadores en todo el mundo se encontraban 
investigando activamente la fisiología de la 
membrana celular, que desempeña una fun- 
ción en una diversidad de procesos biológi- 
cos. Ya se sabía con certeza que la concen- 
tración de muchos ¡ones es distinta dentro 
de la célula y fuera de ésta. Por ejemplo, la 
célula mantiene una baja concentración in- 
tracelular de sodio (Na*) y una elevada con- 
centración intracelular de potasio (K*), con 
respecto a la que se encuentra en el exterior 
celular. De algún modo, la membrana puede 
regular las concentraciones salinas intrace- 
lulares. Además, se ha observado el movi- 
miento de iones a través de las membranas 
celulares, lo que sugiere que existe cierto tipo 
de sistema de transporte. Para mantener las 
concentraciones intracelulares normales de 
Na* y K*, el sistema de transporte no pue- 
de descansar en la difusión pasiva porque 


ambos ¡ones deben movilizarse a través de 
e sus gradientes de 


que requiere 


la membrana en contra d 
concentración. Este proceso, 
energía, se denominó transporte activo. 

En el momento de los experimentos de Skou, 


el mecanismo del transporte activo aun no 


estaba claro. Sorprendentemente, Skou no 
tenía intención de ayudar a esclarecerlo. En- 
contró la ATPasa Na*/K* por accidente, en 
su búsqueda de una actividad enzimática 
abundante fácilmente medible, asociada con 
membranas lipídicas. Un estudio reciente 
había mostrado que las membranas deriva- 
das de los axones de calamar contenían una 
enzima asociada a la membrana, que podía 


hidrolizar ATP. Pensando en que esta sería 
una enzima ideal para sus propósitos, Skou 
se propuso aislar esta ATPasa de una fuen- 
te más accesible: las neuronas de la pata de 
cangrejo. Fue durante su caracterización de 
esta enzima cuando descubrió la función de 
la proteína. 


El experimento 


Como el objetivo original de su estudio con- 
sistía en caracterizar la ATPasa para utili- 
zarla en estudios posteriores, Skou deseaba 
saber en qué condiciones experimentales su 
actividad era sólida y reproducible. Como 
suele ocurrir con frecuencia con la caracteri- 
zación de una nueva enzima, se requiere una 
cuidadosa titulación de los distintos compo- 
nentes de la reacción. Antes de hacerlo, uno 
debe asegurarse de que el sistema esté libre 
de fuentes de contaminación externas. 

Para estudiar la influencia de los distin- 
tos cationes, incluidos los tres que resultan 
críticos para la reacción —Na*, K* y Mg?*-, 
Skou debió asegurarse de que no hubiera 
iones contaminantes en la reacción prove- 
nientes de otra fuente. Por lo tanto, todos 
los tampones empleados en la purificación 
de la enzima se prepararon a partir de sales 
que carecían de estos cationes. Una fuente 
adicional de cationes contaminantes era el 
sustrato ATP, que contiene tres grupos fos- 
fato, que aporta una carga global negativa. 
Puesto que las soluciones de ATP almacena- 
das, con frecuencia, incluían un catión para 
equilibrar la carga, Skou convirtió el ATP 
utilizado en sus reacciones en la forma áci- 
da, de modo que al equilibrar los cationes no 
se afectaran sus experimentos. Una vez que 
obtuvo un ambiente bien controlado, podía 
caracterizar la actividad enzimática. Estas 
precauciones fueron fundamentales para su 
descubrimiento. 

Skou mostró, en primer lugar, que su 
enzima podía, de hecho, catalizar la escisión 
de ATP en ADP y fosfato inorgánico. Lue- 
go, pasó a observar las condiciones óptimas 
para esta actividad; para ello, varió el pH de 
la reacción, así como las concentraciones de 
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sales y otros cofactores que generaban catio- 
nes en la reacción. Pudo determinar fácil- 
mente un pH óptimo y una concentración 
óptima de Mg?*, pero optimizar el Na” y el 
K* resultó más difícil. Independientemente 
de la cantidad de K* añadido a la reacción, la 
enzima era inactiva sin Na*. De modo simi- 
lar, sin K*, Skou observó solo un bajo nivel 
de actividad de ATPasa que no se incremen- 
taba al aumentar las cantidades de Na”. 
Estos resultados sugirieron que la enzi- 
ma requería tanto Na* como K* para una 
actividad óptima. Para demostrar que esto 
era así, Skou llevó a cabo una serie de ex- 
perimentos en los que midió la actividad 
enzimática a medida que variaba tanto las 
concentraciones de Na* como de K* en la 
reacción (Fig. 1). Aunque ambos cationes 
eran claramente necesarios para una acti- 
vidad significativa, algo notable ocurría a 
altas concentraciones de cada catión. A la 
concentración Óptima de Na* y K*, la ac- 
tividad de la ATPasa alcanzaba un máxi- 
mo. Alcanzado este máximo, el incremento 
adicional de la concentración no afectaba 
la actividad de la ATPasa. El Na* se com- 
portaba, así, como un sustrato enzimático 
clásico, de modo tal que al incrementar la 
cantidad, se alcanzaba una actividad máxi- 
ma hasta una concentración de saturación 
a la cual la actividad alcanzaba una mese- 
ta. El K*, por otra parte, se comportaba de 
modo distinto. Cuando la concentración de 
K* se incrementaba más allá de lo óptimo, 
la actividad de la ATPasa declinaba. De este 
modo, mientras se requería K* para la ac- 
tividad Óptima a elevadas concentraciones, 
se inhibía la enzima. Skou consideró que la 
enzima debía tener sitios de unión separa- 
dos para Na* y K*. Para la actividad óptima 
de la ATPasa, ambos debían estar llenos. Sin 
embargo, a elevadas concentraciones de K*, 
éste competiría por el sitio de unión Na* y 
conduciría a la inhibición enzimática. For- 
muló la hipótesis de que esta enzima estaba 
implicada en el transporte activo, es decir, el 
bombeo de Na* hacia el exterior de la célula 
acoplado a la importación de K* al interior. 
Los estudios posteriores probaron que esta 
enzima era, de hecho, la bomba que cataliza- 
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enzima aumenta hasta un máximo y luego se nivela. Esta gráfica demuestra 
también la dependencia de la actividad en los bajos niveles de K+. (Adaptado de ) 
Skou, 1957, Biochem. Biophys. Acta 23:394.) 


ba el transporte activo. Este hallazgo fue tan 
estimulante que Skou dedicó sus investiga- 
ciones posteriores al estudio de esta enzima 
que nunca empleó como marcador, como 
inicialmente se propuso. 


Discusión 
El hallazgo de Skou de que una ATPasa de 


membrana empleaba tanto Na* como K* como 
sustratos fue el primer paso de la comprensión 


516 CAPÍTULO 11 + 


del transporte activo a nivel molecular. ¿De qué 
manera Skou supo que debía probar tanto el 
Na* como el K*? En su conferencia Nobel de 
1997, explicó que en sus primeros intentos para 
caracterizar la ATPasa no tomó precauciones 
para evitar el empleo de tampones y las solucio- 
nes de almacenamiento de ATP que contenían 
Na* y K*. Al evaluar los resultados curiosos y no 
reproducibles que obtenía, se dio cuenta de que 
las sales contaminantes podían estar ejerciendo 
influencia en la reacción. Cuando repitió los ex- 
perimentos, esta vez evitando la contaminación 
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por Na* y K* en todas las etapas, obtuvo resul- 
tados claros y reproducibles. 

El descubrimiento de la ATPasa Na*/K* 
produjo un impacto enorme en la biología 
de la membrana y permitió una mejor com- 
prensión del potencial de la membrana. La ge- 
neración y la interrupción del potencial de la 
membrana forma la base de muchos procesos 
biológicos que incluyen la neurotransmisión, 
el acoplamiento de energía química y eléctri- 
ca. Por su descubrimiento fundamental, Skou 
recibió el premio Nobel de Química en 1997. 


Microfotografía inmunofluorescente que muestra la red entrelazada de 
mitocondrias (rojo) en células humanas cultivadas HeLa. Los núcleos de estas 
células están teñidos de púrpura (Dr. Gopal Murt/Photo Researchers) 


esde el crecimiento y la división de una célula hasta el latido de 

un corazón o la actividad eléctrica de una neurona que subyace 

a la acción de pensar, la vida requiere energía. La energía se defi- 

ne como la capacidad de realizar trabajo y a nivel celular ese trabajo in- 

cluye la conducción y la regulación de una multitud de reacciones quí- 

micas y procesos de transporte, crecimiento y división, la generación 

y el mantenimiento de una estructura altamente organizada, así como 

la interacción con otras células. Este capítulo describe los mecanismos 

moleculares por los cuales las células utilizan la energía solar o los nu- 

trientes químicos como fuentes de energía, con una atención especial 
en cómo las células convierten estas fuentes externas de energía en un 
transportador de energía química, intracelular y lógicamente universal: 
la adenosina trifosfato o ATP (Fig. 12-1). El ATP se encuentra en todos 
los tipos de organismos y está presumiblemente presente en las for- 
mas de vida más primitivas, generándose a partir de la adición química 
de un fosfato inorgánico (HPO ¡54 menudo abreviado como P,) a un 
difosfato de adenosina (o ADP), proceso al cual se denomina fosfori- 
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Energética celular 


lación. Las células utilizan la energía liberada durante la hidrólisis del 
enlace fosfoanhídrido terminal en el ATP (véase la Fig. 2-31), a fin de 
impulsar muchos otros procesos desfavorables desde el punto de vista 
energético. Los ejemplos incluyen la síntesis de proteínas a partir de 
los aminoácidos y los ácidos nucleicos hasta los nucleótidos (Cap. 4), 
el transporte de moléculas en contra de un gradiente de concentra- 
ción mediante bombas impulsadas por ATP (Cap. 11), la contracción 
del músculo (Cap. 17) y el batido de los cilios (Capítulo 18). Un tema 
clave de la energética celular es el uso de las proteínas, o “acoplar” la 
energía liberada a partir de un proceso (p. ej., hidrólisis de ATP) para 
conducir otro proceso (p. ej., el movimiento de las moléculas a través 
de las membranas), que de otro modo sería termodinámicamente des- 
favorable. 

La energía para impulsar la síntesis de ATP a partir de ADP 
(AG" = 7,3 kcal/mol) deriva principalmente de dos fuentes: la ener- 
gía en los enlaces químicos de los nutrientes y la energía de la luz solar 
(Fig. 12-1). Los dos principales procesos responsables de convertir 
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FIGURA 12-1 Panorama general de la oxidación aeróbica y la foto- 
síntesis. Las células eucariontes utilizan mecanismos fundamentales para 
convertir fuentes externas de energía en ATP. (Arriba) En la oxidación aeróbica, 
las moléculas de “combustible” (azúcares principales y ácidos grasos) sufren 
procesamiento preliminar en el citosol, por ejemplo, la degradación de la 
glucosa a piruvato (etapa l) y luego son transferidas a la mitocondria, donde 
son convertidas por oxidación con O, a dióxido de carbono y agua (etapas Il 
y III) generándose ATP (etapa IV). (Abajo) En la fotosíntesis, que se produce 
en los cloroplastos, la energía radiante de la luz es absorbida por pigmentos 
especializados (etapa 1); la energía absorbida se utiliza tanto para oxidar 


estas fuentes de enegía en ATP son la oxidación aeróbica (también 
conocida como respiración aeróbica), que se produce en la mito- 
condria en casi todos las células eucariontes (Fig. 12-1, arriba) y la 
fotosíntesis, que se produce en los cloroplastos únicamente en las 
células de las hojas de las plantas (Fig. 12-1, abajo) y en ciertos orga- 
nismos, como las algas y las cianobacterias. Dos procesos adicionales, 
la glucólisis y el ciclo del ácido cítrico (Fig. 12-1, arriba), también son 
fuentes directas o indirectas importantes de ATP tanto en las células 
animales como en las vegetales. 

En la oxidación aeróbica, los productos de degradación de los 
azúcares (hidratos de carbono) y de los ácidos grasos (hidrocarbo- 
nos) -ambos derivados en los animales de la digestión de alimentos-, 
son convertidos por oxidación con O, a dióxido de carbono y agua. 
La energía liberada de esta reacción global es transformada en la ener- 
gía química de los enlaces fosfoanhídridos en ATP. Esto es análogo a 
quemar madera (hidratos de carbono) o combustible (hidrocarbonos), 
para generar calor en hornos o movimiento en motores de automó- 
viles: ambos consumen O, y generan dióxido de carbono y agua. La 
diferencia clave es que las células descomponen la reacción en muchos 
pasos, con la cantidad de energía liberada en cualquiera de los pasos 
dados casi coincidentemente con la cantidad de energía que se puede 
almacenar (p. ej. como ATP), o que es necesaria para el siguiente paso 
intermediario. Si no existiera tal correspondencia estrecha, la energía 
liberada en exceso se perdería como calor (que sería muy ineficiente) 
o no se liberaría la suficiente energía para generar moléculas de alma- 
cenamiento de energía como el ATP o conducir el siguiente paso en el 
proceso (lo cual sería ineficaz). 


518 CAPÍTULO 12 » Energética celular 


agua a O, como para establecer las condiciones (etapa 2) necesarias a Ín 

de generar ATP (etapa 3) e hidratos de carbono a partir de CO, (fijación de 
carbono, etapa 4). Ambos mecanismos involucran la producción de transpo: 
tadores de electrones de alta energía (NADH, NADPH, FADH,) y movimientos 
de electrones a favor de un gradiente de potencial eléctrico en una cadena de 
transporte electrónico a través de membranas especializadas. La energía de 
estos electrones es liberada y capturada como un gradiente electroquímico de 
protones (fuerza protón-motriz) que luego es utilizada para impulsar la síntesis 
de ATP. Las bacterias utilizan procesos comparables. 


En la fotosíntesis, la energía radiante de la luz es absorbida por los 
pigmentos como clorofila y utilizada para sintetizar ATP e hidratos de 
carbono, fuente principal de sacarosa y almidón. A diferencia de la ox.- 
dación aeróbica, que utiliza hidratos de carbono y O, para generar CO, 
la fotosíntesis utiliza CO, como un sustrato y genera O, e hidratos de 
carbono como productos. : 

Esta relación recíproca entre la oxidación aeróbica que se produ- 
ce en las mitocondrias y la fotosíntesis en los cloroplastos subyace a 
una relación simbiótica profunda entre los organismos fotosintéticos 
y los no fotosintéticos. El oxígeno generado durante la fotosíntesis es 
la fuente de virtualmente todos los oxígenos en el aire, y los hidratos 
de carbono producidos son la fuente fundamental de energía para vil- 
tualmente todos los organismos no fotosintéticos sobre la tierra (una 
excepción son las bacterias que viven en las profundidades de los res- 
piraderos oceánicos —y los organismos que se alimentan de ellas-, qué 
obtienen la energía al convertir el CO, en hidratos de carbonos mé- 
diante la oxidación de compuestos inorgánicos reducidos, generados 
geológicamente al ser liberados por los respiraderos). 

A primera vista, podría parecer que el mecanismo molecular dela 
fotosíntesis y de la oxidación aeróbica tienen algo en común, además 
del hecho de que ambos producen ATP. Sin embargo, un descubri- 
miento revolucionario en la biología celular estableció que las bactt” 
rias, las mitocondrias y los cloroplastos utilizan el mismo mecanismo 
conocido como quimiosmosis, a fin de generar ATP a partir de ADP 
y P,. En la quimiosmosis (también conocida como acoplamiento qur 
miosmótico), primero se genera un gradiente electroquímico 4 través 
de la membrana, conducido por la energía liberada a medida qué dl 
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FIGURA 12-2 La fuerza protón-motriz impulsa la síntesis de ATP. Los 


radientes de concentración de protones transmembrana y eléctricos (voltaje), 
colectivamente denominados fuerza protón-motriz, se generan durante la 
oxidación aeróbica y la fotosíntesis en los eucariontes y los procariontes 
(bacterias). LOS electrones de alta energía generados por la absorción de luz 
por los pigmentos (p. ej. clorofila) o mantenidos en la forma reducida de los 
transportadores de electrones (p. ej, NADH, FADH,) sintetizados durante el 
catabolismo de los azúcares y lípidos, pasan descendiendo a través de una 
cadena de transporte de electrones (flechas azules), liberando energía a través 
de todo el proceso. La energía liberada se utiliza para bombear protones a 
través de la membrana (flechas rojas), generando la fuerza protón-motriz. 
£n el acoplamiento quimiosmótico, la energía liberada cuando los protones 
descienden a favor del gradiente a través de la ATP sintasa conduce a la síntesis 
de ATP La fuerza protón-motriz también impulsa otros procesos, como el 
transporte de metabolitos a través de la membrana en contra de su gradiente 
de concentración y la rotación de flagelos bacterianos. 


electrones descienden recorriendo su gradiente de potencial eléctrico 
por la cadena de transporte de electrones. La energía almacenada en 
este gradiente electroquímico de protones, llamado la fuerza protón- 
motriz, se utiliza después para impulsar la síntesis de ATP (Fig. 12-2) 
u otros procesos que requieren energía. A medida que los protones se 
mueven descendiendo a través de su gradiente electroquímico me- 
diante la síntesis de ATP, se sintetiza ATP a partir de ADP y P,, proceso 
que es inverso a la bomba de iones impulsada por ATP, analizada en 
el capítulo anterior. En este capítulo, describiremos los mecanismos 
moleculares de los dos procesos que comparten este mecanismo cen- 


tral, haciendo énfasis primero en la oxidación aeróbica y luego en la 
lotosíntesis, 
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CO, y agua. El proceso es relativamente ineficiente en cuanto a que 
cantidades sustanciales de energía química almacenada en el com- 
bustible son desperdiciadas a medida que son convertidas a calor 
inutilizable, y cantidades sustanciales de combustible son solo par- 
cialmente oxidadas y luego liberadas como elementos carbonosos, 
a veces tóxicos. En la competencia por sobrevivir, un organismo no 
puede permitirse desperdiciar sus recursos energéticos (a veces limi- 
tados) en un proceso equivalentemente ineficaz; por ende, ha evolu- 
cionado un mecanismo más eficaz para la conversión de combustible 
en trabajo. Ese mecanismo, conocido como oxidación aeróbica, pro- 
porciona las siguientes ventajas: 


* Al dividir el proceso de conversión de energía en múltiples pasos que 
generan diversos intermediarios que portan energía, la energía del en- 
lace químico es canalizada de modo eficiente en la síntesis de ATP, con 
menos energía perdida como calor. 

* Diversos combustibles (azúcares y ácidos grasos) son reducidos a in- 
termediarios comunes que pueden luego compartir las subsiguientes 
vías para la combustión y síntesis de ATP. 

* Debido a que la energía total almacenada en los enlaces de las molécu- 
las de combustible inicial es sustancialmente mayor a la necesaria para 
conducir la síntesis de una única molécula de ATP (- 7,3 kcal/mol), se 
producen muchas moléculas de ATP. 


Una característica importante de la producción de ATP a par- 
tir de la descomposición de los nutrientes a CO, y agua (véase la 
Fig. 12-1, parte superior) es el conjunto de reacciones, denominadas 
como respiración, que involucran una serie de reacciones de re- 
ducción y oxidación llamadas cadena de transporte de electrones. La 
combinación de estas reacciones con la fosforilación de ADP para 
formar ATP se denomina fosforilación oxidativa y se produce en 
la mitocondria en casi todas las células eucariontes. Cuando el oxí- 
geno está disponible y se utiliza como el receptor final de la vía 
de transporte de electrones, el proceso respiratorio que convierte 
la energía de los nutrientes en ATP se denomina respiración aeró- 
bica u oxidación aeróbica. La respiración aeróbica es un camino en 
especial eficiente para maximizar la conversión de la energía de los 
nutrientes en ATP, debido a que el oxígeno es un oxidante relativa- 
mente fuerte. Si alguna molécula además del oxígeno, por ejemplo 
el oxidante débil sulfato (SO,?) o el nitrato (NO”-), es el receptor 
final de los electrones en la cadena de transporte de electrones, el 
proceso se denomina respiración anaerobia. La respiración anae- 
robia es típica de algunos microorganismos procariontes. Á pesar 
de que hay excepciones, la mayoría de los organismos eucariontes 
multicelulares (metazoos) usan respiración aeróbica para generar la 
mayoría de sus ATP. 

En nuestro análisis, estaremos trazando el destino de dos combus- 
tibles celulares principales: azúcares (en especial glucosa) y ácidos gra- 
sos. En ciertas condiciones, los aminoácidos también alimentan estas 
vías metabólicas. Primero se considerará la oxidación de la glucosa y 
luego la de los ácidos grasos. 

La oxidación aeróbica completa de una molécula de glucosa pro- 
duce 6 moléculas de CO, y la energía liberada se acopla a la síntesis de 
tanto como 30 moléculas de ATP. La reacción global es: 


C,H,,0, + 6 0, + 30 P? + 30 ADP> + 30 H* > 
6 CO, + 30 ATP“ + 36 H,O 
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La oxidación de la glucosa en los eucariontes se produce en cuatro eta- 
pas (véase la Fig. 12-1, arriba): 


Etapa 1: Glucólisis En el citosol, una molécula de glucosa de 6 carbonos 
es convertida a través de una serie de reacciones a dos moléculas de 
piruvatos de 3 carbonos; se producen dos ATP netos por cada molécula 
de glucosa. 


Etapa IT: Ciclo de ácido cítrico En la mitocondria, la oxidación del pi- 
ruvato a CO, produce transportadores de alta energía NADH y FADH,, 
que almacenan la energía para su uso posterior. 


Etapa III: Cadena de transporte de electrones Los electrones de alta 
energía fluyen descendiendo en su gradiente de potencial eléctrico des- 
de el NADH y el FADH, hasta el O,, a través de proteínas de membrana 
que transforman la energía liberada en una fuerza protón-motriz (gra- 
diente de H*). 


Etapa IV: Síntesis de ATP La fuerza protón-motriz impulsa la síntesis 
de ATP, a medida que los protones fluyen a favor de sus gradientes de 
concentración y voltaje a través de la enzima que sintetiza ATP. Para 
cada molécula de glucosa original, se estima que se producen 28 ATP 
adicionales por este mecanismo de fosforilación oxidativa. 


En esta sección, se analiza el estadio 1: las vías bioquímicas que de- 
gradan la glucosa a piruvato en el citosol. También se analiza cómo se 
regulan estas vías y se compara el metabolismo de la glucosa en condi- 
ciones aerobias y anaerobias. El destino final del piruvato, una vez que 
entra a la mitocondria, se analiza en la Sección 12.2. 


Durante la glucólisis (etapa l), las enzimas 
citosólicas convierten glucosa en piruvato 


La glucólisis, primera etapa de la oxidación de la glucosa, se produce 
en el citosol tanto en los eucariontes como en los procariontes; no re- 
quiere oxígeno molecular (O,) y por lo tanto, es un proceso anaerobio. 
La glucólisis es un ejemplo del catabolismo, la degradación biológica 
de sustancias complejas en una más simple. Un grupo de 10 enzimas 
citosólicas solubles en agua catalizan las reacciones que constituyen la 
vía glucolítica (gluco, “dulce”; lisis, “rotura”), en la cual una molécula de 
glucosa es convertida a dos moléculas de piruvato (Fig. 12-3). Toda la 
reacción de intermediarios producidos por estas enzimas es soluble en 
agua; los compuestos fosforilados se denominan intermediarios meta- 
bólicos. Además de la conversión química de una molécula de glucosa 
en dos piruvatos, la vía glucolítica genera cuatro moléculas de ATP me- 
diante fosforilación de cuatro ADP (reacciones 7 a 10). El ATP se forma 
directamente a través de la unión, catalizada por enzima, de ADP y 
P, que proviene de intermediarios metabólicos fosforilados; proceso al 
cual se denomina fosforilación a nivel de sustrato (para distinguirla 
de la fosforilación oxidativa que genera ATP en las etapas III y IV). La 
fosforilación al nivel de sustrato en la glucólisis no involucra el uso de 
una fuerza protón-motriz; esta requiere la adición previa (en las reac- 
ciones 1 a 3) de dos fosfatos procedentes de dos ATP. Estos se pueden 
pensar como reacciones de “cebado de bombas”, que introducen una 
pequeña cantidad de energía por adelantado con el fin de recuperar 
más energía corriente abajo. Así, la glucólisis produce solo dos molécu- 
las netas de ATP por molécula de glucosa. 


520 CAPÍTULO 12 + Energética celular 


La ecuación química balanceada para la conversión de glucosa Si 
ruvato demuestra que también se liberan cuatro átomos de hig, le. 


(cuatro protones y cuatro electrones: 


ll 
Léon + 4H* +40 


Piruvato 


CgH1208 > 2 CH 


Glucosa 


(Por conveniencia, aquí mostramos piruvato en zu forma no iOniza. 
da, ácido pirúvico, aunque a pH fisiológico podría estar en gran 9 
te disociado). Los cuatros electrones y dos de los cuatro protones son 
transferidos (Fig. 12-3, reacción 6) a dos moléculas de la forma oxidada 
de nicotinamida adenina dinucleótido (NAD*) para producir la for;p, 
reducida de la coenzima, NADH (véase la Fig. 2-33): 


2H+ +4 e +2 NAD* > 2 NADH 


Más adelante se verá que la energía que llevan los electrones en q] 
NADH y el transportador de electrones análogo FADH,, la forma re- 
ducida de la coenzima flavina adenina dinucleótido (FAD), se puede 
utilizar para sintetizar ATP adicional a través de la cadena transpor. 
dora de electrones. La ecuación química global para esta primera etapa 
del metabolismo de la glucosa es: 


C¿H,¿0, + 2 NAD* + 2 ADP* +2 P?- > 
2 C,H,O, + 2 NADH + 2 ATP* 


Después de la glucólisis, solo una fracción de la energía disponible en la 
glucosa se ha extraído y convertido a ATP y NADH. El resto permanece 
atrapado en los enlaces covalentes de dos moléculas de piruvato. La 
capacidad para convertir de manera eficiente la energía remanente en 
el piruvato a ATP depende de la presencia de oxígeno molecular. Como 
se verá, la conversión de la energía es sustancialmente más eficiente en 
condiciones aerobias que en condiciones anaerobias. 


La velocidad de la glucólisis se ajusta para 
satisfacer las necesidades de ATP de la célula 


Para mantener concentraciones adecuadas de ATP, las células deben 
controlar la velocidad de catabolismo de la glucosa. El funciona: 
miento de la vía glucolítica (etapa 1), así como del ciclo del ácido 
cítrico (etapa II), está continuamente regulado sobre todo por Mé- 
canismos alostéricos (véase el Cap. 3 para principios generales de 
control alostérico). Tres enzimas alostéricas involucradas en la gl”" 
cólisis cumplen una función clave en la regulación de la vía glucolí- 
tica completa. La hexocinasa (Fig. 12-3, paso MB) es inhibida por * 
producto de reacción, la glucosa 6 fosfato. La piruvato cinasa par 
ER) es inhibida por ATP, de manera tal que la glucólisis desciende 
si hay mucho ATP presente. La tercera enzima, la fosfofructocinas0” 

(paso EJ), es la principal enzima limitante de la velocidad de la Y* 
glucolítica. Emblemática de su función crítica en la regulación dele 


| ¡GURA 12-3 Vía glucolítica. Una serie de diez reacciones degradan la 
F sa a piruvato. Dos reacciones consumen ATP formando ADP y azúcares 
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velocidad de la glucólisis, esta enzima está alostéricamente contro- 
lada por diversas moléculas (Fig. 12-4). 

Por ejemplo, la fosfofructocinasa-1 es inhibida alostéricamente por 
ATP y alostéricamente activada por adenosina monofosfato (AMP). 
Como resultado, la velocidad de la glucólisis es muy sensible a la carga 
de energía de la célula, una medida de la fracción de adenosina fos- 
fato que tiene uniones fosfoanhídrido de “alta energía”, que es igual a 
([ATP] + 0,5 [ADP])/([ATP] + [ADP] + [AMP]). La inhibición alosté- 
rica de la fosfofructocinasa-1 por ATP puede parecer inusual, debido a 
que el ATP también es un sustrato de esta enzima. Pero la afinidad del 
sitio de unión al sustrato para el ATP es mucho más alta (tiene menor 
K..) que la del sitio alostérico. Por lo tanto, a concentraciones más bajas, 
el ATP se une al sitio catalítico pero no al sito alostérico inhibitorio y 
la catálisis enzimática procede a una velocidad cercana a la máxima. A 
concentraciones altas, el ATP también se une al sitio alostérico, indu- 
ciendo un cambio conformacional que reduce la afinidad de la enzima 
para el otro sustrato (la fructosa 6-fosfato) y, por lo tanto, reduce la 
velocidad de esta reacción y la velocidad global de la glucólisis. 

Otro activador alostérico importante de la fosfofructocinasa-1 es 
' fructosa 26-bifosfato. Este metabolito se forma a partir de la fructo- 
% 6-fosfato por una enzima que se denomina fosfofructocinasa-2. La 
"uctosa 6 fosfato acelera la formación de fructosa 2,6-bifosfato, que a 
Y Vez activa a la fosfofructocinasa-1. Este tipo de control por retroa- 
"Pentación se conoce como activación de anterocontrol (feed-forward 
““tivation), en la cual la abundancia de un metabolito (aquí, la fructosa 
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6-fosfato) acelera su metabolismo subsiguiente. La fructosa 2,6-bifos- 
fato activa alostéricamente a la fosfofructocinasa-1 en las células hepá- 
ticas al disminuir el efecto inhibitorio del ATP e incrementar la afinidad 
de la fosfofructocinasa-1 por uno de sus sustratos, la fructosa 6-fosfato. 

Las tres enzimas glucolíticas que son reguladas por reacciones 
catalizadas alostéricamente con valores muy negativos de AG” con- 
stituyen reacciones esencialmente irreversibles en condiciones ordi- 
narias. Por ende, estas enzimas son particularmente adecuadas para 
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el metabolismo de la glucosa. 

s, la fosfofructocinasa-1, eS activada 
ifosfato, que se encuentran a 

tos de energía de la célula 


FIGURA 12-4 Regulación alostérica d 
La enzima reguladora clave en la glucólisi 
alostéricamente por AMP y fructosa 2,6-b 
concentraciones altas cuando los almacenamien 
son bajos. La enzima es inhibida por ATP y citrato, los cuales son elevados 

célula está oxidando activamente glucosa a CO, (es decir, cuando 
vados). Más adelante se verá que 


de la oxidación de glucosa. La 


cuando la 
los almacenamientos de energía son ele 


el citrato es generado durante la etapa Il 


a completa. Se ejerce control adicio- 


nal por la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, la cual cataliza 
la reducción de NAD* a NADH (véase la Fig. 12-3, paso BB). Como 
veremos, el NADH es un transportador de electrones de alta energía 
usado posteriormente durante la fosforilación oxidativa en la mito- 
condrias. Si el NADH citosólico se acumula debido a una desaceler- 
ación de la oxidación mitocondrial, el paso Bl se torna termodinámi- 


camente menos favorable. 
El metabolismo de la 
en diversos tejidos de mamífero para satis 


abólicas del organismo en su totalidad. D 
os, por ejemplo, es necesario que 
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la regulación de la vía glucolític 


glucosa se controla de manera diferente 
facer las necesidades 


urante períodos de 


met 
privación de hidratos de carbon 


el hígado libere glucosa al torren 
hígado convierte el polímero de glucógeno, una forma de almace- 


namiento de la glucosa (Cap. 2), directamente a glucosa 6-fosfato 
(sin involucrar a la hexocinasa, paso El). En estas condiciones, existe 
una reducción de la concentración de la fructosa 2,6-bifofato y una 
actividad disminuida de la fosfofructocinasa-1 (Fig. 12-4). Como re- 
sultado, la glucosa 6-fosfato que deriva del glucógeno no és metab- 
olizada a piruvato; en cambio, es convertida a glucosa mediante una 
fosfatasa y liberada a la circulación sanguínea para nutrir el cerebro 
y los glóbulos rojos, que dependen principalmente de la glucosa para 
su energía. En todos los casos, la actividad de estas enzimas reguladas 
está controlada por la concentración de pequeñas moléculas (metab- 
olitos), en general por interacciones alostéricas o por reacciones de 
fosforilación y desfosforilación mediada por hormona (el Cap. 15 
brinda un análisis detallado del control hormonal del metabolismo 


de la glucosa en el hígado y el músculo). 


La glucosa se fermenta cuando el oxígeno escasea 
Muchos eucariontes, incluyendo los seres humanos, son aerobios obli- 


gados: crecen solo en presencia de oxígeno molecular y pueden meta- 
bolizar la glucosa (o azúcares relativos) completamente a CO,, con la 
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Alto [citrato] 


Fructosa 


1.6bifosfato  “” >A piruvato 


ADP 


es una enzima bifuncional: su actividad cinasz *--- 
de fructosa 6-fosfato y SU actividad cinasa cz": 2 
que es liberada por el páncreas cuando los 

n altos, estimula la actividad cinasa y por ende esti. 


glucólisis. A baja concentración sanguínea de glucosa, el glucagón es libe"=-- 
desde el páncreas y promueve la actividad fosfatasa PFK2 en el higado, 


disminuyendo indirectamente la glucólisis. 


fosfofructocinasa-2 (PFK2) 
fructosa 2,6-bifosfato a partir 


la reacción inversa. La insulina, 


niveles de glucosa 50 


producción concomitante de una gran cantidad de ATP. La mayoría de 
los eucariontes, sin embargo, pueden generar algo de ATP mediante 


metabolismo aerobio. Unos pocos eucariontes son anaerobios facul- 
ia como en ausencia de oxígeno. Por 


tativos: crecen tanto en presencl 
ejemplo, los anélidos, los moluscos y algunas levaduras pueden sobre- 


vivir sin Oxígeno, produciendo el ATP por fermentación. 

En ausencia de oxígeno, las levaduras convierten el piruvato pro- 
ducido por glucólisis a una molécula de etanol y una de CO) en estás 
reacciones dos moléculas de NADH se oxidan a NAD* por cada dos 
piruvatos que se convierten a etanol, regenerando así el suministro de 


NAD* que es necesario para que continúe la glucólisis (Fig. 12-33, 12- 


quierda). Este catabolismo de la glucosa, denominado fermentación, es 
la base de la producción de cerveza y vino. 

La fermentación también se produce en células animales, aun- 
que el producto es el ácido láctico, no el alcohol. Durante la con- 
tracción prolongada de las células de músculo esquelético de ma- 
miferos —por ejemplo, durante el ejercicio el oxígeno dentro del 
tejido muscular se torna escaso. En consecuencia, el catabolismo de 
la glucosa se limita a la glucólisis y las células musculares convierten 
piruvato a dos moléculas de ácido láctico mediante una reacción de 
reducción que también oxida dos NADH a dos NAD” (Fig. 125% 
derecha). Aunque el ácido láctico es liberado desde el músculo a la 
sangre, si las contracciones son lo suficientemente rápidas y fuertes, 
el ácido láctico se puede acumular de manera transitoria en el tejido 
y contribuir al dolor muscular y articular durante el ejercicio. Una 
vez secretado a la sangre, parte del ácido láctico entra al hígado, 
a 
El corazón metabolisa much A ¿e 

P BE o lactato a CO,, puesto que esté órgano 
está altamente irrigado por sangre y pued continuar con el mel” 
bolismo aerobio en los momentos de ejercicio, cuando los músculos 
esqueléticos con oxígeno escaso secretan lactato. Las bacterias 4 
ácido láctico (los organismos que echan a perder la leche) y 0610? 
procariontes, también generan ATP mediante fermentación € 
glucosa a ácido láctico. 


(a) 


(b) 


METABOLISMO ANAEROBIO (FERMENTACIÓN) METABOLISMO AEROBIO 
Levadura Misáculo 
CITOSOL CITOSOL CITOSOL 
CóH1206 CóH.206 CóH1206 
Glucosa Glucosa Glucosa 
2 ADP +2 NAD*+2P; 2 ADP + 2 NAD*+2P; 2 ADP + 2 NAD* +2 P; 
Glucólisis Glucólisis Glucólisis 
2 ATP +2 NADH +2P; 2 ATP + 2 NADH + 2P; 2 ATP +2 NADH +2P; 
+2 H20 +2 H,0 +2 H20 
( 0.0 o O o O 
¡A IN IN 
CH¿—C—C—OH CH¿—C—C—OH CH¿—C—C—OH 
Ácido pirúvico Ácido pirúvico Ácido pirúvico 
Piruvato NADH + H* 
e bol x Lactato Transferencia a 
descarboxilasa deshidrogenasa la mitocondria 
CO, NAD* 
o OH O MITOCONDRIA 
| 
CH¿— CH CH¿—CH—C—OH 
x 2 : lll 
Acetaldehído Ácido láctico CH¿—C—C—OH 
Ácido pirúvico 
NADH + H* 
Alcoho! 
o NAD” us 
CoA-SH 
Piruvato 
Xx 2< deshidrogenasa NAD* 
CH¿—CH2— OH 
Etanol NADR 
X 
1 
Reacciones generales del metabolismo anaerobio: CH¿—C—S-CoA 
Glucosa + 2 ADP + 2P, —> 2 etanol + 2 CO2+ 2 ATP +2 H70 Acetil-CoA 
Glucosa + 2 ADP + 2 P, —> 2 lactato + 2 ATP +2 H20 ON Ciclo del 
ácido cítrico 
ds Fosforilación 
NAD oxidativa 
-28 ADP + -28 P; 
3 0, 
-28 ATP + -28 H20 
2 CO, 


FIGURA 12-5 Metabolismo anaerobio versus metabolismo de la 
glucosa. £l destino final del piruvato formado durante la glucólisis depende 
2 la presencia o la ausencia de oxígeno. (a) En ausencia de oxigeno, el 
Uuvato es degradado solo parcialmente y no se sintetiza ATP Sin embargo, se 
Vansfieren dos electrones de cada molécula de NADH producida durante la 
3'ucÓlisis hasta una molécula aceptadora para formar NAD”, que es necesario 
le la alucólisis continuada. En las levaduras (izquierda), el acetaldehido es el 
cn am 
n alcohólica. Cuando el oxígeno escasea en lás 


<Q 


Reacción general del metabolismo aerobio: 
Glucosa + 6 O, + -30 ADP + -30 P, —> 
6 CO, + 36 H20 + -30 ATP 


(derecha), el NADH reduce el piruvato para formar ácido láctico, generando 
NAD*, un proceso que se denomina fermentación del ácido láctico. (b) En 
presencia de oxígeno, el piruvato es transportado al interior de la mitocondria, 
donde primero es convertido por la piruvato deshidrogenasa a una molécula 
de CO, y a una de ácido acético, esta última conectada con la coenzima A 
(CoA-SH) para formar acetil-CoA, concomitantemente con la reducción de una 
molécula de NAD* a NADH. El metabolismo adicional del acetil-CoA y el NADH 
genera aproximadamente un adicional de 28 moléculas de ATP por molécula 
de glucosa oxidada 
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12.1 Primer paso de la captura de energía de la glucosa: glucólisis 


La fermentación es una forma menos eficiente para generar ATP 
que la oxidación aeróbica y por lo tanto, en las células animales solo se 
produce cuando escasea el oxígeno. En presencia de oxígeno el piruvato 
formado por la glucólisis es transportado a las mitocondrias, donde es 
oxidado por el O, a CO, y H,O a través de una serie de reacciones que 
se esquematizan en la Figura 12-5b. Este metabolismo aerobio de la 
glucosa, que se produce en las etapas I1-IV del proceso descrito en la 
Figura 12-1, genera aproximadamente unas 28 moléculas de ATP adi- 
cionales por molécula de glucosa original, superando ampliamente el 
ATP producido a partir del metabolismo anaerobio de la glucosa (fer- 


mentación). 
Para comprender cómo se genera ATP de forma tan eficaz a través 


del metabolismo aerobio, primero se debe considerar la estructura 
y función del orgánulo responsable: la mitocondria. En la siguiente 
sección se tratan las mitocondrias y las reacciones que se producen 
en ellas. 


CONCEPTOS CLAVES de la Sección 12.1 


Primer paso de la captura de energía de la glucosa: 
glucólisis 


* En un proceso conocido como oxidación aeróbica, las células convier- 
ten la energía liberada por la oxidación (“quema”) de la glucosa o los 
ácidos grasos en enlaces fosfoanhídridos terminales del ATP. 


* La oxidación aeróbica total de cada molécula de glucosa produce seis 
moléculas de CO, y aproximadamente 30 moléculas de ATP. El proceso 
completo, el cual comienza en el citosol y termina en la mitocondria, 
puede dividirse en cuatro etapas: (1) degradación de la glucosa a piru- 
vato en el citosol (glucólisis); (II) oxidación de piruvato a CO, en la 
mitocondria acoplada a la generación de transportadores de electrones 
de alta energía NADH y FADH, (a través del ciclo del ácido cítrico); 
(II) transporte de electrones para generar una fuerza protón-motriz 
junto con conversión de oxígeno molecular a agua; y (IV) síntesis de 
ATP (véase la Fig. 12-1). A partir de cada molécula de glucosa se gene- 
ran dos ATP por glucólisis (etapa 1) y aproximadamente 28 a partir de 


las etapas I1-IV. 


* En la glucólisis (etapa 1), las enzimas citosólicas convierten la glucosa 
a dos moléculas de piruvato para generar dos moléculas de NADH y 


dos de ATP (véase la Fig. 12-3). 


* La velocidad de oxidación de la glucosa a través de la glucólisis está 
regulada por la inhibición o estimulación de diversas enzimas, de- 
pendientes de la necesidad de la célula de ATP. La glucosa se almacena 
(como glucógeno o grasa) cuando el ATP es abundante (véase la Fig. 


12-4). 


* En ausencia de oxígeno (condiciones anaerobias), las células pue- 
den metabolizar piruvato a ácido láctico o (en el caso de la levadura) 
a etanol o CO,, en el proceso de convertir NADH de vuelta a NAD*, el 
cual es necesario para la glucólisis continuada. En presencia de oxígeno 
(condiciones aerobias) el piruvato es transportado a la mitocondria, 
donde es metabolizado a CO, en el proceso de generar abundante ATP 
(véase la Fig. 12-5). 
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12.2 Mitocondrias y ciclo del ácido cítrico 


Las cianobacterias fotosintéticas productoras de oxígeno APArccie. 
ron hace alrededor de 2 700 millones de años. La acumulación Dos. 
terior de suficiente oxígeno (O,) en la atmósfera de la tierra durany, 
los siguientes aproximadamente mil millones Es años, abrió el ca. 
mino para que los organismos evolucionaran acia una vía de oxi. 
dación aeróbica muy eficaz, la cual a Su vez permitió (especialmeny 
durante la llamada explosión del cámbrico) la evolución de formas 
corporales grandes y complejas, así como de las actividades Meta. 
bólicas asociadas. En las células eucariontes la oxidación acróbic, 
es llevada a cabo por las mitocondrias (etapas 11-IV). En efecto, las 
mitocondrias son fábricas que generan ATP aprovechando al máxi. 
mo este oxígeno abundante. Primero se describen Sus estructuras 
y luego las reacciones que utilizan para degradar piruvato a fin de 


sintetizar ATP. 


Las mitocondrias son orgánulos dinámicos con 
dos membranas estructural y funcionalmente 


diferentes 


Las mitocondrias (Fig. 12-6) están entre los orgánulos más grandes 
de la célula. Una mitocondria es aproximadamente del tamaño de 
una bacteria de E. coli, lo cual no es sorprendente debido a que se cree 
que las bacterias fueron los precursores evolutivos de las mitocon- 
drias (véase a continuación el análisis de la hipótesis endosimbion- 
te). La mayoría de las células eucariontes contienen muchas mito- 
condrias, que pueden ocupar en forma colectiva tanto como el 25% 
del volumen del citoplasma. Las cantidades de mitocondrias en una 
célula, de cientos a miles en las células animales, están reguladas con 
objeto de satisfacer los requerimientos de la célula para el ATP (p. ej., 
las células del estómago, que utilizan mucho ATP para la secreción de 
ácido, tienen muchas mitocondrias). 

Los detalles de la estructura mitocondrial se pueden observar 
con microscopia electrónica (véase la Fig. 9-33). Cada mitocondria 
tiene dos membranas concéntricas distintas: la membrana interna y 
la externa. La membrana externa define el perímetro exterior liso de 
la mitocondria. La membrana interna se encuentra inmediatamente 
por debajo de la membrana externa y tiene numerosas invaginacio- 
nes, llamadas crestas, que se extienden a partir del perímetro de la 
membrana interna hacia el centro de la mitocondria. La curvatura 
de la membrana alta en los extremos de las crestas se puede de- 
ber a la presencia de una concentración elevada de dímeros de una 
proteína de membrana integral que sintetiza ATP (el complejo FF, 
analizado en la Sección 12.3). Las membranas interna y externa de- 
finen topológicamente dos compartimientos submitocondriales: 
el espacio intermembrana, entre las membranas externa e interna 
y la matriz, o compartimiento central, que forma el lumen dentro 
de la membrana interna. Las crestas expanden en gran medida la 
superficie de la membrana mitocondrial interna e incrementan la 
capacidad para sintetizar ATP. En las mitocondrias hepáticas típicas, 
por ejemplo, la superficie de la membrana interna, incluyendo las 
crestas, es alrededor de cinco veces la de la membrana externa. ÉN 
efecto, la superficie total de todas las membranas mitocondriales in- 
ternas en el hígado es alrededor de 17 veces la de la membrana plas" 
mática. Las mitocondrias en el corazón y los músculos esqueléticos 
contienen tres veces más crestas que las halladas en las mitocondrias 


0 VIDEO: Mitocondria reconstruida por tomografía electrónica 


(a) 

Complejos F/F, 
Espacio Crestas 
¡ntermembrana 


Membrana Uniones de crestas 


externa 


Membrana 
interna 


Matriz 


FIGURA 12-6 Estructura interna de una mitocondria. (a) Diagrama 
esquemático que muestra las principales membranas y compartimientos. 
La membrana externa lisa forma los límites exteriores de la mitocondria. La 
membrana interna es diferente de la externa y está altamente invaginada 
para formar láminas y túbulos llamados crestas. Las estructuras tubulares 
uniformes relativamente pequeñas que conectan las crestas a las porciones 
de la membrana interna que están yuxtapuestas a la membrana externa, 

se denominan uniones de la crestas. El espacio intermembrana se continúa 
con el lumen de cada cresta. Los complejos F,F, (esferas pequeñas rojas), los 
cuales sintetizan ATP, son partículas intramembrana que sobresalen desde 
las crestas y la membrana interna hacia la matriz. La matriz contiene el DNA 


(b) 


mitocondrial (hebra azul), ribosomas (esferas pequeñas azules) y gránulos 
(esferas grandes amarillas). (b) Modelo generado por computadora de una 
sección de mitocondria de cerebro de pollo. Este modelo se basa en una 
imagen de microscopia electrónica tridimensional calculada a partir de una 
serie de dos microfotografías electrónicas bidimensionales, registradas a 
intervalos regulares. Esta técnica es análoga a la tomografía tridimensional 
de rayos x o al escaneo CAT utilizados en imágenes médicas. Nótense las 
crestas fuertemente empaquetadas (amarillo-verdosas), la membrana interna 
(celeste) y la membrana externa (azul). (Parte (b) cortesía de T. Frey y C. Mannella, 2000, 
Trends Biochem. Sci 25:319). 


PPP PPP sz» 


típicas hepáticas, lo que quizás refleja la mayor demanda de ATP por 
parte de las células musculares. 

El análisis de las mitocondrias marcadas con fluorescencia en las 
células vivas ha demostrado que las mitocondrias son altamente di- 
námicas, Ellas sufren fusiones y fisiones frecuentes que generan redes 
tubulares, a veces ramificadas (Fig. 12-7), lo cual puede explicar la am- 
plia variedad de morfologías mitocondriales vistas en tipos diferentes 
de células. Cuando las mitocondrias individuales se fusionan, cada 
una de las membranas se fusiona (la interna con la interna y la exter- 
ña con la externa) y cada uno de los compartimientos distintivos se 
entremezclan (matriz con matriz, espacio intermembrana con espacio 
ntermembrana). Las fusiones y las fisiones aparentemente cumplen un 
Papel funcional, debido a que interrupciones genéticas en diversos ge- 
"es de la superfamilia de las GTPasa que son necesarios para estos pro- 
“sos dinámicos pueden interrumpir la función mitocondrial (como 
Por ejemplo el mantenimiento del potencial eléctrico de la membrana 
"Merna adecuado) y causar enfermedades humanas. Un ejemplo es la 
“tlermedad neuromuscular hereditaria de Charcot-Marie-Tooth sub- 


NX 


tipo 2A, en la cual los defectos en la función nerviosa periférica llevan 
al debilitamiento periférico progresivo, principalmente de manos y 
pies. Los procesos de fusión y fisión en curso parecen proteger el DNA 
mitocondrial de las mutaciones acumulativas y pueden permitir el ais- 
lamiento de los segmentos dañados y disfuncionales de la mitocondria, 
que posiblemente están específicamente dirigidos a la destrucción en la 
célula mediante un proceso llamado autofagia (véase el Cap. 14). 

El fraccionamiento y la purificación de las membranas y los 
compartimientos mitocondriales han tornado posible la determina- 
ción de su composición proteica, lipídica y del DNA, y han permi- 
tido la localización de las reacciones catalizadas por enzima en una 
membrana o compartimiento específico. Se requieren alrededor de 
1 000 tipos diferentes de polipéptidos para constituir y mantener las 
mitocondrias, así como para permitirles que funcionen. Los análisis 
bioquímicos detallados han establecido que existen al menos 1 098 
proteínas en las mitocondrias de mamífero y tal vez tantas como 
1 500. Solo un número pequeño de estas (13 en los seres humanos) 
están codificadas por genes de DNA mitocondrial y se sintetizan en 
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FIGURA 12-7 Las mitocondrias sufren fusión y fisión rápida en las 
células vivas. Mitocondrias marcadas con una proteína fluorescente en 
un fibroblasto embrionario murino normal vivo fueron observadas usando 
microscopia de fluorescencia a intervalos. Diversas mitocondrias que sufren 
fusión (arriba) o fisión (abajo) son artificialmente resaltadas en azul y con 
flechas. (Modificado a partir de D. C. Chan, 2006, Cell 125/7]:1241-1252) 


el interior del espacio de la matriz mitocondrial. El resto de las pro- 
teínas son codificadas por genes nucleares (Cap. 6), sintetizadas en el 
citosol y luego importadas al interior de las mitocondrias (Cap. 13). 
El funcionamiento defectuoso de las proteínas mitocondriales aso- 
ciadas conduce a alrededor de 150 enfermedades humanas. Las más 
comunes de estas son las enfermedades de la cadena de transporte de 
electrones, que constituyen el resultado de mutaciones en cualquiera 
de uno de los 92 genes que codifican proteínas y presentan una va- 
riedad muy amplia de anomalías clínicas que afectan los músculos, 
el corazón, el sistema nervioso y el hígado, entre otros sistemas fisio- 
lógicos. Otras enfermedades asociadas a la mitocondria incluyen al 
síndrome de Miller, que resulta en múltiples malformaciones anató- 
micas y en defectos del tejido conectivo. 

La proteína más abundante en la membrana externa es la porina 
mitocondrial, una proteína canal transmembrana similar en estructura 
a las porinas bacterianas (véase la Fig. 10- 18). Los iones y la mayoría de 
las moléculas pequeñas (hasta 5 000 Da) pueden pasar rápidamente a 
través de estas proteínas canal cuando se abren. Aunque puede existir 
regulación metabólica de la apertura de las porinas mitocondriales 
y por ende del flujo de los metabolitos a través de la membrana, la 
membrana interna y sus crestas son las principales barreras de per- 
meabilidad entre el citosol y la matriz mitocondrial, limitando la ve- 
locidad de oxidación mitocondrial y la generación de ATP. 

Las proteínas constituyen el 76% de la masa total de la membra- 
na mitocondrial interna, una fracción más alta que la de cualquier 
otra membrana celular. Muchas de estas proteínas son participantes 
fundamentales en la fosforilación oxidativa. Ellas incluyen la ATP 
sintasa, las proteínas responsables del transporte de electrones y una 
amplia variedad de proteínas de transporte que permiten el movi- 
miento de metabolitos entre el citosol y la matriz mitocondrial. El 
genoma humano codifica 48 miembros de una familia de proteínas 
de transporte mitocondrial. Una de estas se denomina transportador 
de ADP/ATP, un antiportador que mueve los ATP recién sintetizados 
fuera de la matriz y hacia el interior del espacio intermembrana (y 
por ende al citosol) en intercambio con el ADP que se origina en 
el citosol. Sin este antiportador, la energía atrapada en los enlaces 
químicos en el ATP mitocondrial podría no estar disponible en el 
resto de la célula. 

Nótese que las plantas tienen mitocondrias y también realizan 
oxidación aeróbica. En las plantas, los hidratos de carbono almace- 
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69) VIDEO: Fusión y fisión mitocondrial 


Fisión 


nados (principalmente en la forma de almidón) son hidrolizado; , 
glucosa. La glucólisis luego produce piruvato que es transportado a] 
interior de las mitocondrias, como en las células animales. La oxid,. 
ción mitocondrial de piruvato y la formación concomitante de ATp 
se producen en las células fotosintéticas durante períodos de oscuri- 
dad cuando no es posible la fotosíntesis, así como en las raíces y otro; 
tejidos no fotosintéticos en todo momento. 

La membrana mitocondrial interna, las crestas y la matriz son lo; 
sitios de la mayoría de las reacciones que involucran la oxidación de 
piruvato y ácidos grasos a CO, y HO y la síntesis acoplada de ATP a 
partir de ADP y P,, con cada reacción que se produce en una membrana 
discreta o espacio en la mitocondria (Fig. 12-8). 

Siguiendo la descripción detallada de la oxidación de la glucosa 
y la generación de ATP, a continuación se explora lo que sucede con 
el piruvato generado durante la glucólisis (etapa 1) después de que es 
transportado a la matriz mitocondrial. Las últimas tres de las cuatro 
etapas de la oxidación de la glucosa son: 


* Etapa II. La etapa II se puede subdividir en dos partes diferentes: (1) 
la conversión de piruvato a acetil-CoA, seguida por la (2) oxidación del 
acetil-CoA a CO, en el ciclo del ácido cítrico. Estas oxidaciones están 
acopladas a la reducción de NAD* a NADH y de FAD a FADH, (la 
oxidación de ácido graso sigue una ruta similar, con la conversión del 
acetil-CoA graso a acetil-CoA). La mayoría de las reacciones se produ- 
cen en (o sobre) la membrana del lado de la matriz. 

* Etapa III. La transferencia de electrones desde el NADH y FADH, 
al O, a través de una cadena de transporte de electrones dentro de la 
membrana interna, lo cual genera una fuerza protón-motriz a través 
de la membrana. 

* Etapa IV. Captura de la energía de la fuerza protón-motriz para la 
síntesis de ATP en la membrana mitocondrial interna. Las etapas II Y 
IV se denominan colectivamente como fosforilación oxidativa. 


En la primera parte de la etapa ll, el piruvato 


es convertido a acetil-CoA y a electrones de alta 
energía 


Dentro de la matriz mitocondrial, el piruvato reacciona con la coenzimi 
A formando CO,, acetil-CoA y NADH (Fig. 12-8, Etapa Il izquierda) 


Membrana mitocondrial externa (permeable a metabolitos) 
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Glucosa 


2 NAD* Etapa "o o 


2 NADH 2 ATP CO, 


2 Piruvato —— > Piruvato 


Ácido graso ad NAD* NADH 


ATP + 
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AMP + 
PP; 
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“*—————— NAD* 


FIGURA 12-8 Resumen de la oxidación aeróbica de la glucosa y de 
losácidos grasos. Etapa l: en el citosol, la glucosa es convertida a piruvato 
(olucólisis) y los ácidos grasos a acil-CoA graso. El piruvato y el acil-CoA graso 
luego se mueven al interior de la mitocondria. Las porinas mitocondriales ha- 
cen la membrana externa permeable a estos metabolitos, pero son necesarias 
las proteinas de transporte específicas (Óvalos coloreados) en la membrana 
interna para importar piruvato (amarillo) y ácidos grasos (azul) a la matriz. Los 
orupos acilos grasos son transferidos desde el acil-CoA graso a un transpor- 
tador intermediario, transportados a través de la membrana interna (Óvalos 
azules), y luego readheridos al COA sobre el lado de la matriz. Etapa ll: en la 
Matriz mitocondrial, el piruvato y el acil-CoA graso son convertidos a acetil-CoA 
y luego oxidados, liberando CO, El piruvato es convertido a acetil-CoA con la 
formación de NADH y CO,; dos carbonos del acil-CoA graso son convertidos a 
“ceul-COA con la formación de FADH, y NADH. La oxidación de acetil-CoA en el 
“do del ácido cítrico genera NADH y FADH,, GTP y CO,. Etapa Ill: el transporte 


Eta reacción, catalizada por la piruvato deshidrogenasa, €s altamente 
ergónica (AGo" = -8,0 kcal/mol) y esencialmente irreversible. 

El acetil-CoA es una molécula que consiste en grupos acetilos 
bonos unidos covalentemente a una molécula da 
tra) * E como coenzima A (CoA) (Fig. 12-9). Cumple un pape ” 

14. *OXidación del piruvato, los ácidos grasos y los aminoáci os. 
Melo en un intermediario en numerosas cenas 00 
Muchas de “E ansferencia de un grupo acetilo a e on Ps 
él cost "vieInas de mamífero, así como la síntesis de lípi hs co . 
elo rol. Sin embargo, en la respiración mitocondrial, el grup 
9 de dos carbonos del acetil-CoA casi siempre es oxidado a CO, 
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FADH) 


Matriz mitocondrial 
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Fumarato 
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de electrones reduce el oxígeno a agua y genera una fuerza protón-motriz. Los 
electrones (azul) de las coenzimas reducidas son transferidos vía los complejos 
de transporte de electrones (recuadros azules) hasta el O,, concomitante- 
mente con el transporte de ¡ones H* (rojo) desde la matriz hasta el espacio 
intermembrana, generando la fuerza protón-motriz. Los electrones del NADH 
fluyen directamente desde el complejo | al complejo lll, evitando el complejo 
II. Los electrones del FADH, fluyen directamente desde el complejo ll hasta el 
complejo lll, evitando el complejo |. Etapa IV: la ATP sintasa, el complejo FF, 
(anaranjado), aprovecha la fuerza protón-motriz para sintetizar ATP en la matriz. 
Las proteínas antiportadoras (óvalos púrpura y verde) transportan ADP y Pa la 
matriz y exportan grupos hidroxilos y ATP. El NADH generado en el citosol no es 
transportado directamente hasta la matriz debido a que la membrana interna 
es impermeable al NAD* y NADH; en su lugar, el sistema de lanzaderas (rojo) 
transporta los electrones desde el NADH citosólico hasta el NAD* en la matriz. 
El O, difunde hacia el interior de la matriz y el CO, se difunde hacia el exterior, 


a través del ciclo del ácido cítrico. Nótese que los dos carbonos en el 
grupo acetilo provienen del piruvato; el tercer carbono es liberado 
como dióxido de carbono. 


En la segunda parte de la etapa ll, el ciclo del ácido 
cítrico oxida el grupo acetilo en el acetil-CoA a co, 
y genera electrones de alta energía 


Nueve reacciones secuenciales funcionan en un ciclo para oxidar el 
grupo acetilo del acetil-CoA a CO, (Fig. 12-8, etapa II derecha). El 
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FIGURA 12-9 La estructura del acetil-CoA. Este compuesto, que consiste 
en un grupo acetilo unido covalentemente a una coenzima A (CoA), es un 
intermediario importante en la oxidación aeróbica del piruvato, de los ácidos 


ciclo es conocido con diversos nombres: ciclo del ácido cítrico, ciclo 
del ácido tricarboxílico (TCA) y ciclo de Krebs. El resultado neto es 
que para cada acetilo que entra al ciclo como acetil-CoA se producen 
dos moléculas de CO,, tres de NADH, una de FADH, y una de GTP. El 
NADH y el FADH, son transportadores de electrones de alta energía 
que cumplirán una función importante en la etapa 111 de la oxidación 
mitocondrial: el transporte de electrones. 

Como se muestra en la Fig. 12-10, el ciclo comienza con la con- 
densación de dos grupos acetilos de dos carbonos del acetil-CoA 
con la molécula de oxalacetato de cuatro carbonos, para dar el ácido 
cítrico de seis carbonos (por ende el nombre ciclo del ácido cítrico). 
En ambas reacciones 4 y 5, se libera una molécula de CO, y el NAD* 
es reducido a NADH. La reducción de NAD* a NADH también se 


ll 
CH¿—C—SCOoA + H¿O 


Acetil-CoA 


Coenzima A (CoA) 


grasos y de muchos otros aminoácidos. También contribuye a los grupo; 


acetilos en muchas vías biosintéticas. 


produce durante la reacción 9; por lo tanto, se generan tres NADy 
por vuelta del ciclo. En la reacción 7, los dos electrones y los do, 
protones son transferidos al FAD produciendo la forma reducid, 
de esta coenzima, FADH,. La reacción 7 es distintiva debido a que 
no solo es una parte intrínseca del ciclo del ácido cítrico (etapa ¡1), 
sino que también está catalizada por una enzima unida a la mem. 
brana que, como se verá, también cumple un papel Importante cn 
la etapa III. En la reacción 6, la hidrólisis del enlace tioéster de 411 
energía en el succinil-CoA está acoplado a la síntesis de un GTp 
por la fosforilación al nivel de sustrato. Como el GTP y el ATP son 
interconvertibles, 


GTP + ADP == GDP + ATP 


NADH + H* al HSCOoA CH 
A H¿O coo 
coo” 4, 1] Lo cta 
HO—C—H coo” 00 A ccoo” 
4, Oxalacetato Citrato He 
coo” coo” 
Malato cis-aconitato 
H,¿0 
8) 
H70 coo” coo 
En CH, 
l coo” | 
He H—C—CO0O0” 
E coo” CH 
[e0l0) E ¿ | 2 a HO— ? —H 
Fumarato H, CH, coo” 
16] | 00 
e C=0 + Isocitrato 
FAD - NAD 
¡e0le) oo” 
FADH, Succinato / Gpp + P, e -ceto- 
+H0 0 +HSCoA Yitarato CO | NADH y H* 
Succinil 
GTP + HSCoA CoA CO, + NADH + H* 


FIGURA 12-10 El ciclo del ácido cítrico. El acetil-CoA es metabolizado a 
CO, y los transportadores de electrones de alta energía NADH y FADH,. En 

la reacción 1, un residuo de acetilo de dos carbonos a partir del acetil-CoA 
se condensa con la molécula de cuatro carbonos oxalacetato para formar el 
citrato de seis carbonos. En las reacciones restantes (2-9), cada molécula de 
citrato es eventualmente convertida de nuevo a oxalacetato, perdiendo dos 
moléculas de CO. en el proceso. En cada vuelta del ciclo, se eliminan cuatro 
pares de electrones a partir de átomos de carbono, formando tres moléculas 
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de NADH, una molécula de FADH, y una molécula de GTP. Los dos átomos 

de carbono que entran al ciclo con acetil-COA se resaltan en azul a través del 
succinil COA. En el succinato y el fumarato, que son moléculas simétricas, Y3 
no se pueden destacar más en forma específica. Estudios de marcación CON 
isótopos demostraron que estos átomos de carbono no se pierden en la vuelt 
del ciclo en la cual entran; en promedio, uno se perderá como CO, durante la 
siguiente vuelta del ciclo y el otro en vueltas subsiguientes. 


y 


y 


Resultado neto de la vía glucolítica y del 


Moléculas de Co, 
geacción producidas 
¡ molécula de glucosa a 2 moléculas de piruvato 0 
 piruvato 4 2 moléculas de acetil-CoA ) 
)acetil-CoA a 4 moléculas de CO, 4 


Total 6 


Esto puede ser considerado un paso de generación de ATP. La reac- 
ción 9 regenera el oxalacetato, de manera tal que el ciclo puede comen- 
zar de nuevo. Nótese que el O, molecular no participa en el ciclo del 
ácido cítrico. 

La mayoría de las enzimas y moléculas pequeñas involucradas en 
el ciclo del ácido cítrico son solubles en la matriz mitocondrial acuosa. 
Estas incluyen a CoA, acetil-CoA, succinil-CoA, NAD* y NADH, así 
como a la mayoría de las ocho enzimas del ciclo. La succinato deshidro- 
genasa (reacción 7), sin embargo, es un componente de una proteína 
integral de membrana en la membrana interna, con su sitio activo del 
lado de la matriz. Cuando las mitocondrias son disgregadas mediante 
vibración ultrasónica suave o por lisis osmótica, se liberan enzimas no 
unidas a la membrana en el ciclo del ácido cítrico en forma de comple- 
jos multiproteicos grandes. Se cree que, dentro de tales complejos, el 
producto de reacción de una enzima pasa directamente a la siguiente 
enzima sin difundirse a través de la solución. Se necesitó mucho trabajo 
para determinar las estructuras de estos grandes complejos enzimáti- 
cos tal como existen en la célula. 

Debido a que la glucólisis de una molécula de glucosa genera dos 
moléculas de acetil-CoA, las reacciones en la vía glucolítica y del ciclo 
del ácido cítrico producen seis moléculas de CO,, 10 de NADH y dos de 
FADH, por molécula de glucosa (Cuadro 12-1). Aunque estas reacciones 
también generan cuatro enlaces fosfoanhídridos de alta energía en la for- 
ma de dos moléculas de ATP y dos de GTP, esto representa solo una pe- 
queña fracción de la energía disponible liberada en la oxidación aeróbica 
completa de la glucosa. La energía remanente es almacenada en los elec- 
trones de alta energía en las coenzimas reducidas NADH y FADH,, que 
pueden visualizarse como los “transportadores de electrones”. El objetivo 
de las etapas III y IV es el de recuperar esta energía en la forma de ATP, 


Los transportadores en la membrana 
mitocondrial interna ayudan a mantener las 
“oncentraciones citosólicas y de la matriz 
adecuadas de NAD* y NADH 


nel citosol, el NAD” se requiere para el paso Bl de la glucólisis (véase 
218. 12-3) y en la matriz mitocondrial el NAD* es necesario para la 
“Pnversión de piruvato a acetil-CoA y para tres pasos en el ciclo del 
cdo citrico (13, E y H en la Fig. 12-10). En cada caso, el NADH 
Ñ “A producto de la reacción. Si la glucólisis y la oxidación del pi- 
br Continúan, el NAD* debe ser regenerado mediante oxidación 
“NADH (similarmente, el FADH, generado en las reacciones de la 


<Q 


Ciclo del ácido cítrico 


Moléculas de NAD* Moléculas de FAD 
reducida a NADH reducidas a FADH, ATP (o GTP) 
2 0 2 
2 0 0 
6 2 2 


10 2 4 


etapa II debe ser reoxidado a FAD si las reacciones dependientes de 
FAD continúan). Como se verá en la siguiente sección, la cadena de 
transporte de electrones dentro de la membrana mitocondrial interna 
convierte el NADH a NAD* y el FADH, a FAD, a medida que se re- 
duce el O, a agua y se convierte la energía almacenada en los electro- 
nes de alta energía en las formas reducidas de estas moléculas en una 
fuerza protón-motriz (etapa III). Incluso si el O, no está involucrado 
en ninguna reacción del ciclo del ácido cítrico, en ausencia de O, este 
ciclo pronto deja de funcionar en tanto que el suministro intrami- 
tocondrial de NAD* y FAD disminuye debido a la incapacidad de la 
cadena de transporte de electrones para oxidar el NADH y el FADH,. 
Estas observaciones plantean la cuestión de cómo se regenera un su- 
ministro de NAD* en el citosol. 

Si el NADH del citosol pudiera moverse a la matriz mitocondrial y 
ser oxidado por la cadena de transporte de electrones y si el producto 
NAD* pudiera transportarse de regreso al citosol, la regeneración del 
NAD* citosólico sería simple. Sin embargo, la membrana mitocondrial 
interna es impermeable al NADH. Para resolver este problema y permi- 
tir que los electrones del NADH citosólico sean transferidos indirecta- 
mente al O, a través de la cadena mitocondrial de transporte de electro- 
nes, las células utilizan diversas lanzaderas de electrones para transferir 
los electrones desde el NADH citosólico hasta el NAD* en la matriz. 
En la Figura 12-11 se describe el funcionamiento de la lanzadera más 
ampliamente difundida, la lanzadera malato-aspartato. 

Por cada “vuelta” completa del ciclo no existe un cambio global 
del número de moléculas de NADH y NAD* o de los intermediarios 
malato o aspartato usados por la lanzadera. Sin embargo, en el citosol, 
el NADH es oxidado a NAD* que puede usarse para la glucólisis y en la 
matriz el NAD* es reducido a NADH, que puede ser utilizado para el 
transporte de electrones: 


NADH. + NAD* 


citosólico matriz 


> NAD* + NADH 


citosólico matriz 


La oxidación mitocondrial de los ácidos grasos 
genera ATP 


Hasta el momento, nos hemos centrado principalmente en la oxida- 
ción de los hidratos de carbono, es decir glucosa, para la generación de 
ATP. Los ácidos grasos son otra fuente importante de energía celular. 
Las células pueden incorporar glucosa o ácidos grasos desde el espacio 
extracelular con la ayuda de proteínas de transporte específicas (Cap. 
11). Si una célula no necesita quemar de inmediato estas moléculas, 
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FIGURA 12-11 La lanzadera malato-aspartato. Esta serie cíclica de 
reacciones transfieren electrones desde el NADH en el citosol (espacio 
intermembrana) a través de la membrana, que es impermeable al NADH 

en sí mismo, hasta el NAD* en la matriz. El resultado neto es el reemplazo 
del NADH citosólico con NAD* y NAD* de matriz con NADH. Paso ME la 
malato deshidrogenasa citosólica transhere electrones desde el NADH hasta 
el oxalacetato, formando malato. Paso BE un antiportador (óvalo azul) en 

la membrana mitocondrial interna transporta malato hacia el interior de la 
matriz en intercambio por ar-cetoglutarato. Paso El la malato deshidrogenasa 
mitocondrial convierte el malato nuevamente a oxalacetato, reduciendo 
NAD* en la matriz a NADH en el proceso. Paso E e oxalacetato, que no 


puede almacenarlas como un polímero de glucosa llamado glucógeno 
(en especial en los músculos y el hígado) o como un trímero de áci- 
dos grasos unidos covalentemente al glicerol, llamado triacilglicerol 
o triglicérido. En algunas células, el exceso de glucosa es convertido a 
ácidos grasos y luego a triacilgliceroles para almacenamiento. Sin em- 
bargo, a diferencia de los microorganismos, los animales son incapaces 
de convertir ácidos grasos a glucosa. Cuando las células necesitan que- 
mar estas energías almacenadas para sintetizar ATP (p. ej., cuando un 
músculo en reposo comienza a realizar trabajo y necesita quemar glu- 
cosa o ácidos grasos como combustible), las enzimas degradan el glu- 
cógeno a glucosa o hidrolizan los triacilgliceroles a ácidos grasos, que 
luego son oxidados para generar ATP: 


1 


O 
[ 


ll 


Triacilglicerol | 
o dl 
3 CH¿—(CH,),—C—OH + HO—CH, 
Ácido graso Glicerol 


Los ácidos grasos son la principal fuente de energía para algunos 
tejidos, en particular para el músculo cardíaco adulto. En los seres 
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puede cruzar directamente la membrana interna, es convertido a aspartato 
por adición de un grupo amino a partir de glutamato. En esta reacción 
catalizada por transaminasa en la matriz, el glutamato es convertido a 
o-cetoglutarato. Paso Bu segundo antiportador (óvalo rojo) exporta 
aspartato hasta el citosol en intercambio por glutamato. Paso EF Una 
transaminasa citosólica convierte el aspartato at-oxalacetato y a-cetoglutarato 
a glutamato, completando el ciclo. Las flechas azules reflejan el movimiento 
del ar-cetoglutarato, las flechas rojas el movimiento del glutamato y las 
flechas negras las del aspartato/malato. Es notable que, así como el ciclo del 
aspartato y malato se establece en el sentido de las agujas del reloj, el ciclo del 
glutamato y el a-cetoglutarato lo hace en la dirección opuesta. 


humanos, en efecto, se genera más ATP por oxidación de grasas que 
por la oxidación de glucosa. La oxidación de 1 g de triacilglicéridos a 
CO, genera alrededor de seis veces más ATP que la oxidación de 1 g de 
glucógeno hidratado. Así, los triglicéridos son más eficientes que los 
hidratos de carbono para almacenar energía, en parte debido a que son 
almacenados en forma de anhídridos y pueden producir más energía 
cuando son oxidados en parte debido a que intrínsecamente están más 
reducidos (tienen menos hidrógenos) que los hidratos de carbono. En 
los mamíferos, el sitio primario de almacenamiento de los triglicéridos 
es el tejido graso (adiposo), mientras que los sitios primarios para el 
almacenamiento de glucógeno son los músculos y el hígado. 

Así como hay cuatro etapas en la Oxidación de la glucosa, existen cua” 
tro etapas en la oxidación de los ácidos grasos. Para optimizar la eficacia 
de la generación de ATP, parte de la etapa II (oxidación de acetil-CoA del 
ciclo del ácido cítrico) y las etapas III y IV completas de la oxidación de 
ácidos grasos son idénticas a las de la oxidación de la glucosa. Las dife- 
rencias se encuentran en la etapa l citosólica y en la primera parte de la 
etapa 11 mitocondrial. En la etapa 1, los ácidos grasos son convertidos 4 
un acil-CoA graso en el citosol en una reacción acoplada a la hidrólisis de 
ATP a AMP y PP, (pirofosfato inorgánico) (véase la Fig. 12-8): 


l 
R—=C—0” + HSCOA + ATP —> 
Ácido graso 
Z 
R—C—SCOA + AMP + PP; 
Acil-CoA graso 


ñ posterior hidrólisis de PP, a dos moléculas de P, libera energía 
nduce esta reacción hasta completarse. Para transferir el grupo 
Yap graso a la matriz mitocondrial, es transferido covalentemente a 

, molécula denominada carnitina y se mueve a través de la mem- 
ls a mitocondrial interna mediante una proteína transportadora de 
scilcarnitina (véase la Big 12-8, óvalo azul); luego, sobre el otro lado de 
la matriz, el grupo acilo graso es liberado de la carnitina y se vuelve a 
adherir a otra molécula de CoA. La actividad del transportador de acil- 
camitina está regulada para evitar la oxidación de ácidos grasos cuando 
las células tienen suministros adecuados de energía (ATP). 

En la primera parte de la etapa II, cada molécula de un acil-CoA 
graso en la mitocondria es oxidada en una secuencia cíclica de cuatro 
reacciones, en las cuales todos los átomos de carbono son convertidos 
a dos por vez a acetil-CoA con la generación de FADH, y NADH (Fig. 
12-12a). Por ejemplo, la oxidación mitocondrial de cada molécula de 
18 carbonos del ácido esteárico, CH,(CH,),¿COOH, produce nueve 
moléculas de acetil-CoA y ocho moléculas de cada una de NADH y 
de FADH,. En la segunda parte de la etapa II, como con el acetil-CoA 
generado a partir de piruvato, estos grupos acetilos entran al ciclo del 
ácido cítrico y son oxidados a CO,. Como se describirá en detalle en la 
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siguiente sección, el NADH y el FADH, reducidos con sus electrones 
de alta energía serán utilizados en la etapa III para generar una fuerza 
protón-motriz que a su vez es utilizada en la etapa IV para impulsar la 
síntesis de ATP. 


La oxidación peroxisómica de los ácidos grasos 
no genera ATP 


La oxidación mitocondrial de los ácidos grasos es la principal fuente 
de ATP en las células hepáticas de mamíferos y los bioquímicos algu- 
na vez creyeron que esto era cierto para todos los tipos de células. Sin 
embargo, se encontró que las ratas tratadas con clofibrato, un fármaco 
que afecta muchas características del metabolismo de lípidos, presen- 
taban una velocidad incrementada de oxidación de ácidos grasos y un 
aumento en el número de peroxisomas en las células hepáticas. Este ha- 
llazgo sugiere que los peroxisomas, así como las mitocondrias, pueden 
oxidar ácidos grasos. Estos pequeños orgánulos (- 0,2-1 mm de diáme- 
tro) están recubiertos por una única membrana (véase la Fig. 9-32). Los 
mismos están presentes en todas las células de mamífero excepto en los 


FIGURA 12-12 Oxidación de los ácidos grasos en las 
mitocondrias y los peroxisomas. Tanto en la oxidación 
mitocondrial (a) como en la oxidación peroxisómica 

(b), los ácidos grasos son convertidos a acetil-CoA por 
una serie de cuatro reacciones catalizadas por enzimas 
(mostradas abajo en el centro de la figura). Una molécula 
de acil-CoA graso es convertida a acetil-CoA y un 
acil-CoA graso acortado por dos átomos de carbono. 
Concomitantemente, una molécula de FAD es reducida 
a FADH, y una molécula de NAD* es reducida a NADH. El 
ciclo se repite sobre los acil-CoA acortados hasta que los 
ácidos grasos con un número par de átomos de carbono 
son completamente convertidos a acetil-CoA. En las 
mitocondrias, los electrones del FADH, y el NADH entran 
a la cadena de transporte de electrones y en última 
instancia son utilizados para generar ATP; el acetil-CoA 
generado es oxidado en el ciclo del ácido cítrico, dando 
como resultado la liberación de CO, y finalmente la 
síntesis de ATP adicional. Debido a que los peroxisomas 
carecen de los complejos transportadores de electrones 
que forman la cadena de transporte de electrones y 

de las enzimas del ciclo del ácido cítrico, la oxidación 

de ácidos grasos en estos orgánulos no produce ATP. 
(Adaptado de D. L Nelson y M. M. Cox, Lehninger Panciples of Biochemistry. 3d 
ed. 2000, Worth Publishers) 


NADH 
exportado 
para la 
reoxidación 


Acetil-CoA 
exportado 
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12.2 Mitocondrias y ciclo del ácido cítrico 


eritrocitos y también se encuentran en las células vegetales, levaduras y 
probablemente la mayoría de otras células eucariontes. 

Las mitocondrias oxidan preferentemente cadenas cortas (menos 
de 8 carbonos en la cadena de acilo graso, o < C,), cadenas medianas 
(C¿-C,,) y cadenas largas (C,,-C;p) de ácidos grasos, mientras que los 
peroxisomas oxidan preferentemente ácidos grasos de cadena muy lar- 
ga (VLCFA, > C,,), que no pueden ser oxidadas por las mitocondrias. 
La mayoría de los ácidos grasos dietarios tienen cadenas largas, lo cual 
significa que en su mayoría son oxidados en las mitocondrias. Al con- 
trario de la oxidación mitocondrial de los ácidos grasos, que está aco- 
plada a la generación de ATP, la oxidación peroxisómica de los ácidos 
grasos no está conectada a la formación de ATP y la energía se libera 
como calor. 

La vía de reacción por la cual los ácidos grasos son degradados a 
acetil-CoA en los peroxisomas es similar a la utilizada en las mitocon- 
drias (Fig. 12-12b). No obstante, los peroxisomas carecen de una cade- 
na de transporte de electrones y los electrones del FADH, producidos 
durante la oxidación de los ácidos grasos son inmediatamente trans- 
feridos al O, por las oxidasas, regenerando FAD y formando peróxido 
de hidrogeno (H,O,). Además de oxidasas, los peroxisomas contienen 
catalasa, que rápidamente descompone el H,O, a metabolito altamente 
citotóxico. El NADH producido durante la oxidación de los ácidos gra- 
sos es exportado y reoxidado en el citosol; aquí no existe la necesidad 
de una lanzadera malato-aspartato. Los peroxisomas también carecen 
de un ciclo del ácido cítrico, por ende el acetil-CoA generado durante 
la degradación peroxisómica de los ácidos grasos no puede ser oxidado 
aún más; en cambio es transportado al citosol para ser utilizado en la 
síntesis de colesterol (Cap. 10) y otros metabolitos. 


CONCEPTOS CLAVES de la Sección 12.2 


Mitocondrias y ciclo del ácido cítrico 


- La mitocondria tiene dos membranas diferentes (externa e interna) 
y dos subcompartimientos distintos (espacio intermembrana entre las 
dos membranas y matriz rodeada por la membrana interna). La oxida- 
ción aeróbica se produce en la matriz mitocondrial y sobre la membra- 


na mitocondrial interna (véase la Fig. 12-6). 

« En la etapa 11 de la oxidación de la glucosa, la molécula de piruvato de 
tres carbonos es primero oxidada para generar una molécula de cada 
una de CO,, NADH y acetil-CoA. El grupo acetilo del acetil-CoA luego 
es oxidado a CO, por el ciclo del ácido cítrico (véase la Fig. 12-8). 


« En cada vuelta del ciclo del ácido cítrico se liberan dos moléculas de 
CO, y se generan tres moléculas de NADH, una de FADH, y una de 
GTP (véase la Fig. 12-10). 

* La mayoría de la energía liberada en las etapas 1 y II de la oxidación 
de la glucosa es almacenada temporalmente en las coenzimas reducidas 
NADH o FADH,, que llevan electrones de alta energía que posterior- 
mente conducirán la cadena de transporte de electrones (etapa 111). 

* Ni la glucólisis ni el ciclo del ácido cítrico utilizan directamente oxí- 
geno molecular (O,). 


* La lanzadera malato-aspartato regenera el suministro de NAD* ci- 
tosólico necesario para la glucólisis continuada (véase la Fig. 12-11). 
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ción de la glucosa, la oxidación de los ácido, le 
Bra. 


sos se produce en cuatro etapas: En la etapa ; los ácidos graso, dos 
convertidos a acil-CoA graso en el elos erre ll Y acilCo 
graso es primero convertido a múltiples moléculas 28 acetil-Cop Con 
NADH y FADH,. Luego, al igual que en la Oxidación de 
|-CoA entra en el ciclo del ácido cítrico. Las er, 3 
la oxidación de los ácidos grasos y la glucos, 


» Al igual que la oxida 


generación de 
la glucosa, el aceti 
II y IV son idénticas para 
(véase la Fig. 12-8). 

as células eucariontes, la oxidación de los dci 
a larga ocurre en las mitocondrias con prod. 
que la oxidación de los ácidos grasos de cz deny 
muy larga se produce principalmente en los peroxisomas y no está q. 
nectada a la producción de ATP (véase la Fi g- 12-12); la energía liberada 
durante la oxidación peroxisómica de los ácidos grasos es convertida , 


- En la mayoría de | 
grasos de cadena corta 
ción de ATP, mientras 


calor. 


12.3 Cadena de transporte de electrones 
y generación de la fuerza protón-motriz 


La mayoría de la energía liberada durante la oxidación de la glucosa y 
los ácidos grasos a CO, (etapas 1 y II) es convertida a electrones de alta 
energía en las coenzimas reducidas NADH y FADH,. A continuación 
nos centraremos en la etapa III, en la cual la energía transitoriamente 
almacenada en estas coenzimas reducidas es convertida por una cadena 
de transporte de electrones, también conocida como cadena respira- 
toria, a la fuerza protón-motriz. Primero describiremos la lógica y los 
componentes de la cadena de transporte de electrones. Luego segui- 
remos el recorrido de los electrones a medida que fluyen a través de 
la membrana mitocondrial interna. Finalizaremos esta sección con un 
análisis de la magnitud de la fuerza protón-motriz producida por el 
transporte de electrones y el bombeo de protones. En la Sección 12-4 
se verá como la fuerza protón-motriz es utilizada para sintetizar ATP. 


La oxidación del NADH y el FADH, libera 
Una cantidad significativa de energía 


Durante el transporte de electrones, los mismos son liberados desde 
NADH y el FADH, y eventualmente transferidos al O, formando H,0 
de acuerdo con las siguientes reacciones globales: 


NADH + H' + 2 O, > NAD* + HO, 
AG= -52,6 kcal/mol 
FADH, + Ya O, > FAD + H,O, 
AG= -43,4 kcal/mol 


Recuérdese que la conversión de 1 g de molécula de glucosá 100, 
aa de la vía glucolítica y del ciclo del ácido cítrico product 10m 
léculas de NADH y 2 FADH, (véase el Cuadro 12-1). La oxidación % 
estas coenzimas reducidas tiene un AG” de -613 kcal/mol [10(-526 Ñ 
243,4) ]. Así, del potencial de energía libre presente en los enlaces ra 
micos de la glucosa (-686 kcal/mol), alrededor del 90% se conse” i 


venzimas reducidas. ¿Por qué debe haber dos coenzimas diferen- 
«e ADH y FADH,? Aunque muchas de las reacciones involucradas 
on la oxidación de la glucosa y los ácidos cítricos son suficientemente 
energéticas como para reducir NAD*, otras no lo son, por ende estas 
reacciones están acopladas a la reducción del FAD, que requiere menos 
energía: 

La energía transportada en las coenzimas reducidas puede ser li- 
perada Por oxidación de las mismas. El desafío bioquímico enfrentado 
orla mitocondria es el de transferir, tan eficazmente como sea posible, 
la energía liberada por esta oxidación en la energía en el enlace fosfoan- 
hidrido terminal en el ATP. 


las € 


P, + H* + ADP”- —> ATP*- + H,O, 
AG=+7,3 kcal/mol 


Una sencilla reacción de uno a uno que involucra la reducción de una 
molécula de coenzima y la síntesis de un ATP podría ser excesivamente 
ineficiente, debido a que el AG” para la generación del ATP a partir de 
ADP yP, es sustancialmente menor que para la oxidación de la coenzi- 
ma y se perdería mucha energía como calor. Para recuperar eficazmen- 
te la energía, las mitocondrias convierten la energía de la oxidación de 
la coenzima en una fuerza protón-motriz usando una serie de trans- 
portadores de electrones, de los cuales todos excepto uno son compo- 
nentes integrales de la membrana interna (véase la Fig. 12-8). La fuerza 
protón-motriz puede ser utilizada para generar eficientemente ATP. 


El transporte de electrones en las mitocondrias 
está acoplado al bombeo de protones 


Durante el transporte de electrones del NADH y el FADH, al O, 
los protones de la matriz mitocondrial son bombeados a través de 
la membrana interna. Este bombeo eleva el pH de la matriz mito- 
condrial relativo al del espacio intermembrana y el citosol y también 
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'SURA EXPERIMENTAL 12-13 La transferencia electrónica del NADH al 


5stá acoplada al transporte de electrones a través de la membrana 
MO 0 rial. Si se añade NADH a una suspensión de mitocondrias sin O, 
NN 2d NADH. Cuando se añade una pequeña cantidad de O, al sistema 

2 ExXste una elevación pronunciada en la concentración de protones 


torna más negativa a la matriz con respecto al espacio intermembra- 
na. En otras palabras, la energía libre liberada durante la oxidación 
del NADH o del FADH, es almacenada tanto como un gradiente de 
concentración de protones y como un gradiente eléctrico a través de 
la membrana: colectivamente, la fuerza protón-motriz (véase la Fig. 
12-2). Como se verá en la Sección 12.4, el movimiento de protones 
de regreso a través de la membrana interna, conducido por esta fuer- 
za, está acoplado a la síntesis de ATP a partir de ADP y P, mediante 
la ATP sintasa (etapa IV). 

La síntesis de ATP a partir de ADP y P, conducida por la ener- 
gía liberada por la transferencia de electrones a partir de NADH o 
FADH, al O,, es la principal fuente de ATP en las células no foto- 
sintéticas aerobias. Mucha evidencia demuestra que en las mitocon- 
drias y bacterias este proceso de fosforilación oxidativa depende de 
la generación de una fuerza protón-motriz a través de la membrana 
interna (mitocondria) o de la membrana plasmática bacteriana, con 
transporte de electrones, bombeo de protones y formación de ATP. 
En el laboratorio, por ejemplo, la adición de O, y un sustrato oxida- 
ble como piruvato o succinato a las mitocondrias aisladas intactas da 
como resultado una síntesis neta de ATP si la membrana mitocon- 
drial interna está intacta. En presencia de cantidades diminutas de 
detergentes que debilitan la membrana, aún se produce el transporte 
de electrones y la oxidación de estos metabolitos por el O,. Sin em- 
bargo en estas condiciones no se sintetiza ATP, debido a que la fuga de 
protones evita el mantenimiento de la fuerza protón-motriz. 

El acoplamiento entre el transporte de electrones del NADH (o 
FADH,) al O, y el transporte de electrones a través de la membra- 
na mitocondrial interna se puede demostrar experimentalmente con 
mitocondrias intactas, aisladas (Fig. 12-13). Tan pronto como se aña- 
de el O, a una suspensión de mitocondrias en una solución libre de O, 
que contiene NADH, el medio por afuera de las mitocondrias se torna 
de forma transitoria más ácido (concentración de protones aumen- 
tada), debido a que la membrana mitocondrial externa es libremente 
permeable a los protones (recuérdese que la lanzadera malato-aspar- 
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en el medio circundante fuera de la mitocondria (disminuye el pH). Así, la 
oxidación de NADH por el O, está acoplada al movimiento de protones fuera 
de la matriz. Una vez que el O, se agota, el exceso de protones lentamente 
retorna nuevamente a las mitocondrias (impulsados por la síntesis de ATP) y el 
pH del medio extracelular retorna a su valor inicial. 
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tato y otras pueden convertir el NADH en la solución en NADH en 
la matriz). Una vez que el O, se ha agotado, el exceso de protones en 
el medio reingresa lentamente a la matriz. Del análisis del cambio de 
pH medido en tales experimentos se puede calcular que alrededor de 
10 protones son transportados desde el NADH al O,. 

Para obtener números para el FADH,, el experimento anterior se 
puede repetir usando succinato en lugar de NADH como sustrato (re- 
cuérdese que la oxidación de succinato a fumarato en el ciclo del ácido 
cítrico genera FADH,; véase la Fig. 12-10). La cantidad de succinato 
añadido se puede ajustar de manera tal que la cantidad de FADH, ge- 
nerada es equivalente a la cantidad de NADH en el primer experimen- 
to. Como en el primer experimento, la adición de oxígeno causa que 
el medio por fuera de las mitocondrias se torne ácido, pero menos que 
con el NADH. Esto no es sorprendente debido a que los electrones 
en el FADH, tienen menos energía potencial (43,4 kcal/mol) que los 
electrones en el NADH (52,6 kcal/mol) y así produce la translocación 
de menos protones desde la matriz y un menor cambio de pH. 


Los electrones fluyen “cuesta abajo” a través 
de una serie de transportadores de electrones 


Ahora analizaremos más de cerca el movimiento energéticamente fa- 
vorecido de los electrones desde el NADH y el FADH, hasta el aceptor 
final de electrones, el O,. Para simplicidad, se analizará sobre la base del 
NADH. En respiración mitocondrial, cada molécula de NADH libera 
dos electrones a la cadena de transporte de electrones; estos electrones 
reducen en última instancia un átomo de oxígeno (la mitad de una 
molécula de O,), formando una molécula de agua: 


NADH > NAD* + H'+2e" 
20 4+2H"+40, => HO 


A medida que los electrones se mueven desde el NADH hasta el O,, 
sus potenciales eléctricos disminuyen en 1,14 V, lo cual corresponde 
a 26,2 kcal/mol de electrones transferidos o — 53 kcal/mol por un 
par de electrones. Como se mencionó anteriormente, mucha de esta 
energía se conserva como fuerza protón-motriz generada a través de 
la membrana mitocondrial interna. 


FIGURA 12-14 Los grupos prostéticos de hierro- 
azufre en la cadena de transporte de electrones. 
(a) Porción hemo de los citocromos b, y b,, que son 
componentes de la COQH,-citocromo c reductasa 
(complejo II). El mismo anillo porfirina (amarillo) 

está presente en todos los hemos. Los sustituyentes 
químicos adheridos al anillo de porfirina diferen 

en los otros citocromos en la cadena de transporte 
de electrones. Todos los hemos aceptan y liberan 

un elecirón por vez (b) Grupo hierro-azufre (Fe-S) 
dimérnco. Cada átomo de Fe está unido a cuatro 
átomos de S: dos son azufre inorgánicos y dos están 
en cadenas laterales de cisteímas de la proteina 
asociada. Todos los grupos Fe-S aceptan y liberan un 
electrón por vez. 
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Cuadro 12-2 | Grupos prostéticos transportadores de 
electrones en la cadena respiratoria 


Componente proteico Grupos prostéticos* 
NADH-C0Q reductasa (complejo 1) a 
e- 


A  4AA>4= AA+ 
Succinato-CoQ reductasa (complejo ID FAD 
Fe-S 

KK 2 


CoQH,-citocromo C reductasa Hemo b, 

(complejo II) Hemo b,, 
Fe-S 
Hemo c, 


A A _EEO c—c 


Citocromo c Hemo c 
A Ag OA ATT 


Citocromo c oxidasa (complejo IV) Cu,* 
Hemo a 
Cu, 


Hemo a, 


* No se incluye la coenzima Q, un transportador de electrones que no está unido de 


manera permanente a un complejo proteico. 
FUENTES: J. W. De Pierre y L. Ernster, 1977, Ann. Rev. Biochem. 46:201. 


Cuatro complejos multiproteína grandes (los complejos 1-IV) 
componen una cadena de transporte de electrones en la membrana 
mitocondrial interna que es responsable de la generación de la fuerza 
protón-motriz (véase la Fig. 12-8, etapa III). Cada uno de los comple- 
jos contiene diversos grupos prostéticos, que participan en el proceso 
de mover electrones desde las moléculas donantes hasta las moléculas 
aceptoras en reacciones de oxidación-reducción acopladas (véase el 
Cap. 2). Estas moléculas pequeñas no peptídicas o iones metálicos se 
asocian de manera específica o estrechamente con los complejos mul- 
tiproteína (Cuadro 12-2). 


Hemo y los citocromos Diversos tipos de hemo, un grupo prostéti- 
co que contiene hierro similar al que se encuentra en la hemoglobina 


(b) 
CH=CH, 
Proteína 
CH, Cys-S A S-Cys - 
Fe! Fe : 
Cys-S Ne Ng.cys 


cis mioglobina (Fig. 12-14a), se unen fuertemente (covalente o no 
ovalentemente) aun grupo de protelitas mitocondriales denomina- 
pe citocromos. Cada citocromo es designado por una letra, como a, 
h 60 Cy El flujo de electrones a través de los citocromos se produce 


era oxidación y la reducción del átomo de Fe en el centro de la 
molécula hemo: 


Fe** + e == Fe** 


Debido a que el anillo hemo en los citocromos consiste en átomos 
unidos por enlaces dobles y simples alternantes, existe un gran núme- 
ro de formas híbridas de resonancia. Estas permiten que el electrón 
extra se distribuya en el citocromo para ser deslocalizado por todos 
los átomos de carbono y de nitrógeno hemo, así como el ion Fe. 

Los diversos citocromos tienen grupos hemos y átomos que los 
rodean levemente diferentes (llamados ligandos axiales), lo cual ge- 
nera ambientes diferentes para el ion Fe. Por lo tanto, cada citocro- 
mo tiene un potencial de reducción distinto o tendencia a aceptar un 
electrón: una propiedad importante que dictamina la unidirecciona- 
lidad del flujo de electrones “cuesta abajo” a lo largo de la cadena. Al 
igual que el agua fluye espontáneamente cuesta abajo desde un estado 
de energía potencial más elevado hacia uno más bajo (pero no cuesta 
arriba), los electrones fluyen en solo una dirección desde un hemo (u 
otro grupo prostético) a otro, debido a sus diferencias de potencial 
de reducción (para más información acerca del concepto de poten- 
cial de reducción, E, véase el Cap. 2). Todos los citocromos, excepto 
el citocromo c, son componentes de los complejos multiproteína de 
membrana integral en la membrana mitocondrial interna. 


Grupos hierro-azufre Los grupos de hierro-azufre son grupos pros- 
téticos no hemos que contienen hierro, los cuales consisten en áto- 
mos de Fe unidos tanto a átomos de S inorgánico como a átomos 
de S en residuos de cisteína en una proteína (Fig. 12-14b). Algunos 
átomos de Fe en el grupo portan una carga + 2; otros tienen una 
carga +3. Sin embargo, la carga neta de cada átomo de Fe está en rea- 
lidad entre +2 y +3 debido a que los electrones en sus orbitales más 
externos, junto al electrón extra distribuido a través de la cadena de 
transporte, están dispersados entre los átomos de Fe y se mueven rá- 
pidamente desde un átomo a otro. Los grupos hierro-azufre aceptan 
y liberan electrones de a uno por vez. 


Coenzima Q (CoQ) La coenzima Q (CoQ), también denominada ubi- 
quinona, es el único transportador de electrones que es una molécula 
Pequeña en la cadena que no constituye en esencia un grupo prosté- 
tico unido irreversiblemente a una proteína (Fig. 12-15). Es un trans- 
Portador tanto de protones como de electrones. La forma quinona 
oxidada de la CoQ puede aceptar un único electrón para formar una 
smiquinona, un radical libre cargado denotado por CoQ”. La adi- 
Ción de un segundo electrón y dos protones (así, uN total de dos áto- 
Mos de hidrógeno) a CoQ” estructura la hidroubiquinona (CoQH)), 
la forma totalmente reducida. Ambas formas, CoQ y CoQH,, son so- 
lubles en fosfolípidos y se difunden libremente en el centro hidrófobo 
e la membrana mitocondrial interna. Así es como participan en la 
Cadena de transporte de electrones, llevando protones y electrones 
catre los complejos proteicos en la cadena. 
e ontinuación veremos en detalle los complejos ue 
Y Prot an estos grupos prostéticos y las vías que toman los electron 
Ones a medida que pasan a través de los complejos. 


O 
CH 
Ubiquinona (CoQ) ad EH pa 
(forma oxidada) H¿CO (CH, CH=C—CH>2)h0—H 
0) 
e” 
o” 
CH 
Semiquinona (CoQ'7) ASEO Sha | il 
(radical libre) H¿CO (CH,—CH=C—CH>2)0—H 
O» 
2H*+e7 
OH 
o H,CO CH, CH, 
Dihidroquinona | 
(CoQH,) H,¿CO (CH CH=C—CH>2)10—H 
(forma totalmente 
reducida) OH 


FIGURA 12-15 Formas oxidada y reducida de la coenzima Q (CoQ), 
que puede transportar dos protones y dos electrones. Debido a su 
“cola” hidrocarbonada de las unidades de isopreno, la CoQ (también llamada 
ubiquinona) es soluble en el centro hidrófobo de las bicapas fosfolipídicas 

y es muy móvil. La reducción de CoQ a la forma totalmente reducida, QH, 
(dihidroquinona), se produce en dos pasos con un intermediario de radical 
libre semirreducido, llamado semiquinona. 


Cuatro complejos multiproteína grandes acoplan el 
transporte de electrones al bombeo de protones a 
través de la membrana mitocondrial interna 


A medida que los electrones fluyen cuesta abajo desde un transportador 
de electrones hasta el siguiente en la cadena de transporte de electrones, 
la energía liberada es utilizada para impulsar el bombeo de protones en 
contra de su gradiente electroquímico a través de la membrana mito- 
condrial interna. Cuatro complejos multiproteína grandes acoplan el 
movimiento de los electrones al bombeo de protones: la NADH-CoQ 
reductasa (complejo I, > 40 subunidades), la succinato-CoQ reductasa 
(complejo II, 4 subunidades), la CoQH,-citocromo c reductasa (comple- 
jo HI, 11 subunidades) y la citocromo c oxidasa (complejo IV, 13 subu- 
nidades) (Fig. 12-16). Los electrones del NADH fluyen desde el com- 
plejo I a través de CoQ/CoQH, hasta el complejo II y luego a través de 
la proteína soluble citocromo c (cyt c) hasta el complejo TV para reducir 
el oxígeno molecular (el complejo 11 es saltado) (véase la Fig. 12-16a); 
alternativamente, los electrones del FADH, fluyen desde el complejo 
II a través de CoQ/CoQH, hasta el complejo III y luego a través del 
citocromo c hasta el complejo IV para reducir el oxígeno molecular (el 
complejo I es saltado) (véase la Fig. 12-16b). 

Como se muestra en la Figura 12-16, la CoQ acepta electrones libe- 
rados desde la NADH-C0Q reductasa (complejo 1) o la succinato-CoQ 
reductasa (complejo 11) y los dona a la CoQH,-citocromo c reductasa 
(complejo 111). Los protones son transportados simultáneamente desde 
el lado de la matriz de la membrana (también denominada citosólico) 
hasta el espacio intermembrana (también llamado lado exoplásmico). 
Donde sea que la CoQ acepte los electrones, lo hace a un sitio de unión 
sobre el lado de la matriz de un complejo proteico, siempre recogiendo 
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(a) ANIMACIÓN FOCALIZADA: Transporte electrónico 


(a) Desde NADH 


Espacio intermembrana 
(exoplasmático) 


4H 
+++ -—————-. 
(Fe-S)3* 
A 
a: H N k a Citosólica 
Matriz 2H 


itosólica 
(ci ) 2H 


NADH  NAD!*+H* 


NADH-CoQ reductasa 
(complejo |) 


CoQH)-citocromo c 
reductasa (complejo 11!) 


FIGURA 12-16 Cadena de transporte de electrones. Los electrones 
(flechas azules) a través de cuatro principales complejos multiproteicos (1-1V) 
El movimiento de los electrones entre los complejos está mediado, ya sea por 
la molécula de coenzima Q soluble en lípidos (CoQ, forma oxidada; COQH,, 
forma reducida) o por la proteína citocromo c soluble en agua (Cyt c). Múltiples 
complejos multiproteicos utilizan la energía liberada del paso de electrones 
para bombear protones desde la matriz hasta el espacio intermembrana 
(fechas rojas). (a) Vía desde el NADH. Los electrones del NADH fluyen a través 
del complejo |, inicialmente a través de una flavina mononucleótido (FMN) y 
luego a través de siete grupos hierro-azufre (Fe-S), hasta la COQ (que une dos 
protones) formando CoQH, Los cambios conformacionales en el complejo 

| que acompañan el flujo de electrones conducen el bombeo de protones 
desde la matriz hasta el espacio intermembrana (flechas rojas). Los electrones 
luego fluyen a través del COQH, liberado (y reciclado) hasta el complejo 11! 

y luego a través del Cyt c hasta el complejo IV. Un total de 10 protones son 


1/20, +2 H* H20 


(b) Desde succinato 


2.5 


Fumarato + 2 H' 


Succinato 


Succinato-CoQ reductasa Complejo Ill 


(complejo ll) 


Citocromo c oxidasa 
(complejo IV) 


translocados por par de electrones que fluyen desde el NADH hasta el O.. 
Los protones liberados en el espacio de la matriz durante la oxidación del 
NADH por el complejo | son consumidos en la formación de agua a partir del 
O, por el complejo IV, dando como resultado que no hay una translocación 
neta de protones a partir de estas reacciones. (b) Vía desde el succinato. Los 
electrones fluyen desde el succinato hasta el complejo Il a través del FAD/ 
FADH, y los grupos hierro-azufre (Fe-S) desde el complejo Il hasta el complejo 
lll a través del COQ/COQH., y luego hasta el complejo IV a través del Cyt c. Los 
electrones liberados durante la oxidación del succinato hasta el fumarato 

en el complejo Il son usados para reducir el COQ hasta COQH, sin translocar 
protones adicionales. Los electrones restantes transportados desde el CoQH 
proceden por la misma vía que la del NADH en (a). Por lo tanto, por cada par 
de electrones transportados desde el succinato hasta el O, se translocan seis 
protones a través de los complejos 11! y IV. 


5 —————————_“=2=m=-___ —__—_——_— —_ ML — 


protones del medio allí. Donde sea que la CoQH, libere los electrones, 
lo hace sobre un sitio sobre el lado del espacio intermembrana de un 
complejo proteico, liberando los protones en el líquido del espacio in- 
termembrana. Así, el transporte de cada par de electrones por la CoQ 
está obligatoriamente acoplado al movimiento de dos protones desde 
la matriz hasta el espacio intermembrana. 


NADH-C0oQ reductasa (complejo 1) Los electrones son transferidos 
desde el NADH hasta el CoQ por la NADH-COQ reductasa (véase la 
Fig. 12-16a). La microscopia electrónica y la cristalografía de rayos x 
del complejo 1 de bacterias (masa — 500 kDa, con 14 subunidades) y 
de los eucariontes (-1 MDa, con 14 subunidades centrales altamente 
conservadas compartidas con las bacterias de alrededor de más de 26- 
32 subunidades accesorias) establecieron que tiene forma de L (Fig. 
12-17a). El brazo de la L embebido en la membrana está levemente 
curvado — 180 Á de longitud y comprende proteínas con más de 60 
hélices alfa transmembrana. Este brazo tiene cuatro subdominios, 
tres de los cuales tienen proteínas que son miembros de una familia 
de antitransportadores de cationes. El brazo periférico hidrófilo se 
extiende alrededor de 130 Á alejándose de la membrana hacia el inte- 
rior del espacio citosólico. 
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El NAD* es exclusivamente un transportador de dos electrones: 
acepta o libera un par de electrones simultáneamente. En la NADH- 
CoQ reductasa (complejo 1), el sitio de unión del NADH está en la 
punta del brazo periférico (véase la Fig. 12-17a); los electrones libera- 
dos desde el NADH primero fluyen hacia el FMN (flavina mononu- 
cleótido), un cofactor relacionado con FAD; luego son transportados 
hacia abajo — 95 Á por ese brazo a través de siete grupos hierro-azufre Y 
finalmente al CoQ, que está unido a un sitio al menos parcialmente €N 
el plano de la membrana. El EMN, al igual que el FAD, puede aceptar 
dos electrones pero de a uno por vez. 

Cada electrón transportado sufre una caída en el potencial de 
- 360 mV, equivalente a un AG* de -1 6,6 kcal/mol para los dos electro” 
nes transportados. Mucha de esta energía liberada se utiliza para tran" 
cp emp protones a través de la membrana interna por molécula 
tos pe ada el complejo 1. Esos cuatro protones son distin- 
las Figuras 12-15 a pr son transferidos al CoQ como se ilustrá y 
ete ed ces -* a y 12-17a. La estructura del complejo | sugier 
férico se utiliza para ep Sl el transporte de electrones en el brazo Pe”! 
brazo de la a cia la conformación de las subunidades £T a 
a través de la iaa y así mediar el movimiento de cuatro proton* 

rana. Es probable que tres protones pasen a t" avés 


ll 


<Q 


(a) Complejo | 


Espacio intermembrana 
(exoplasmático) 


+++ 


Matriz 
(citosólica) 


NADH 


NADH-C0Q reductasa 
(complejo 1) 


FIGURA 12-17 El transporte de electrones y protones a través de los 
complejos | y 1. (a) Modelo del complejo | sobre la base de su estructura 
tridimensional. El contorno de la forma del complejo |, como se determina 

por cristalografía de rayOs X, se muestra en celeste y se indican distintas 
subunidades estructurales mediante líneas delgadas de puntos negros. Desde 
el NADH los electrones fuyen primero hasta una flavina mononucleótido 
(EMN) y luego, a través de siete a nueve grupos hierro-azufre (Fe-S, rombos 
azules) hasta el COQ, a la Cual se unen dos protones de la matriz (flechas 

rojas) para formar COQH,. Los cambios conformacionales debido al flujo de 
electrones, que probablemente incluyen el movimiento horizontal como 


de tres dominios de antitransportadores de cationes, mientras que la 
ruta del cuarto es a través de un tipo diferente de dominio. Una hélice 
alfa (hélice t) transversa, doblada, de - 110 A de longitud en el brazo de 
la membrana, se extiende paralela al plano de la membrana, uniendo 
potencialmente en forma mecánica los dominios del antitransportador 
con el brazo periférico (Fig. 12-174) y Por lo tanto, transmitiendo los 
cambios conformacionales inducidos por el transporte de electrón en 
el brazo periférico a los dominios antitransportadores distantes para 
conducir el transporte de electrones. 
La reacción global catalizada por este complejo es: 


NADH $ CoQ +6 a 7 

(reducida)(oxidada) 
NAD" 4 Bco + CoQH, + 4 ao 
(oxidada) (reducida) 


"eecinato-CoQ reductasa (complejo II) La succinato deshidrogenasa, 
Pr que oxida una molécula de succinato a fumarato en el ciclo 
pa dos; cítrico (y en el proceso genera la coenzima reducida FADH)), 
a las cuatro subunidades del complejo I1. Así, el ciclo del ácido 
e está unido tanto física como funcionalmente a la cadena de 
hs Pl € de electrones. Los dos electrones liberados en la conversión 
a a fumarato son transferidos primero a FAD en la succi- 
de e luego a los grupos de hierro-azufre (regeneración 

y finalmente a la CoQ, que se une a una hendidura sobre 


12.3 Cadena de transporte de electrones y generación de la fuerza protón-motriz 


(b) Complejo ll 


Fumarato +2H* 


Succinato 


NAD* + H* 


Succinato-CoQ reductasa 
(complejo ll) 


un pistón de la hélice t, conducen el bombeo de protones a través de las 
subunidades transmembrana desde la matriz hasta el espacio intramembrana 
(fechas rojas). (b) Modelo del complejo lI sobre la base de sus estructuras 
tridimensionales. Flujo de electrones desde el succinato hasta el complejo 

lla través del FAD/FADH, y de los grupos hierro-azufre (Fe-S, rombos azules) 

y desde el complejo II hasta el complejo Ill a través de la CoQ/CoQH,. Los 
electrones liberados durante la oxidación de succinato a fumarato en el 
complejo Il son usados para reducir la CoQ hasta CoQH, sin la translocación de 
protones adicionales. (Estructura del complejo | adaptado de C. Hunte, V. Zickermann y U. Brandt 
2010, Science 329:448-451 y R. G. Efremov, R. Baradaran y L A. Sazanov, 2010, Nature 465:441-445,) 


el lado de la matriz de las porciones transmembrana del complejo 1 
(Figs. 12-16b y 12-17b). La vía es de alguna manera reminiscente a la 
del complejo 1 (Fig. 12-17). 

La reacción global catalizada por este complejo es: 


Succinato + CoQ > fumarato + CoQH, 
(reducida) (oxidada) (oxidada) (reducida) 


Aunque el AG” para esta reacción es negativo, la energía liberada es 
insuficiente para el bombeo de protones, además de la reducción de 
CoQ para formar CoQH,. Por lo tanto, no se translocan protones di- 
rectamente a través de la membrana mediante el complejo succinato- 
CoQ reductasa y no se genera fuerza protón-motriz en esta parte de la 
cadena respiratoria. Brevemente describiremos cómo los protones y los 
electrones en las moléculas de CoQH,, generados por los complejos 1 y 
II, contribuyen a la formación de la fuerza protón-motriz. 

El complejo 11 genera CoQH, a partir del succinato a través de las 
reacciones redox mediadas por FAD/FADH,. Otro grupo de proteínas 
en la matriz y la membrana mitocondrial interna lleva a cabo un gru- 
po comparable de reacciones redox mediadas por FAD/FADH para 
producir CoQH, a partir de acil-CoA graso. La acil-CoA graso deshi- 
drogenasa, que es una enzima soluble en agua, cataliza el primer paso 
de la oxidación de acil-CoA graso en la matriz mitocondrial (véase la 
Fig. 12-12). Existen diversas enzimas acilo graso-CoA deshidrogenasa 
con especificidades por las cadenas de acilo graso de diferentes longi- 
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tudes. Estas enzimas median el primer paso en un proceso de cuatro 
pasos, que elimina los dos carbonos del grupo acilo graso mediante 
la oxidación del carbono en la posición P de la cadena de acilo graso 
(así, el proceso entero suele denominarse como P-oxidación). Estas 
reacciones generan acetil-CoA, que a su vez entra al ciclo del ácido 
cítrico. Ellas también generan un intermediario de FADH, y NADH. 
El FADH, generado permanece unido a la enzima durante la reacción 
redox, como es el caso para el complejo II. Una proteína soluble en 
agua llamada flavoproteína de transferencia de electrones (ETE) trans- 
fiere los electrones de alta energía del FADH en la acil-CoA deshi- 
drogenasa a la flavoproteína de transferencia de electrones:ubiquinona 
oxidoreductasa (ETF:QO), una proteína de membrana que reduce la 
CoQ a CoQH, en la membrana interna. Esta CoQH, se entremezcla 
en la membrana con las otras moléculas CoQH, generadas por los 
complejos 1 y II. 


CoQH,-citocromo c reductasa (complejo 111) Una CoQH, generada 
ya sea por el complejo 1, el complejo II o la ETF:QO, dona dos electro- 
nes a la CoQH,-citocromo c reductasa (complejo III), regenerando la 
CoQ oxidada. Concomitantemente libera al interior del espacio in- 
termembrana dos protones previamente recolectados por la CoQ del 
lado de la matriz, generando parte de la fuerza protón-motriz (véase 
la Fig. 12-16). Dentro del complejo III, los electrones liberados pri- 
mero son transferidos a un grupo de hierro-azufre dentro del com- 
plejo y luego al citocromo c, o a los dos citocromos tipo b (b, y b,,, 
véase el ciclo Q a continuación). Finalmente, los dos electrones son 
transferidos secuencialmente a dos moléculas de la forma oxidada del 
citocromo c, una proteína periférica soluble en agua que se difunde 
en el espacio intermembrana. Por cada par de electrones transferi- 
dos, la reacción global catalizada por el complejo CoQH,-citocromo 
c reductasa es: 


3 CoQ + 4 H* 
(oxidada) 


+2 Cyt + 
(reducida) 


dentro fuera 


CoQB, + 2 Cyte*+2H* 
(reducida) (oxidada) 


El AG*" para esta reacción es lo suficientemente negativo como para 
que dos protones, además de los procedentes de la CoQH,, sean tra- 
spasados desde la matriz mitocondrial a través de la membrana in- 
terna por cada par de electrones transferidos; esto involucra el ciclo 
Q protón-motriz, analizado a continuación. La proteína hemo ci- 
tocromo c y la molécula pequeña soluble en lípidos CoQ cumplen 
funciones similares en la cadena de transporte de electrones, en el 
sentido de que ambas sirven como lanzaderas de electrones móviles, 
transfiriendo electrones (y por ende energía) entre los complejos de 
la cadena de transporte de electrones. 


El ciclo Q Los experimentos han demostrado que se transfieren cua- 
tro protones a través de la membrana por par de electrones transpor- 
tados desde la CoQH, a través de la CoQH,-citocromo c reductasa 
(complejo 111). Estos cuatro protones son aquellos transportados so- 
bre dos moléculas de CoQH,, que son convertidos a dos moléculas 
de CoQ durante el ciclo. Sin embargo, otra molécula de CoQ recibe 
otros dos protones del espacio de la matriz y se convierte en una mo- 
lécula de CoQH,. Así, la reacción global neta involucra la conversión 
de solo una molécula de CoQH, a CoQ a medida que se transfieren 
dos electrones (uno por vez) a dos moléculas del citocromo c acep- 
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toras. Un mecanismo € 


volutivamente conservado, llamado ciclo q 
responsable del transporte de dos por uno de protones y electro 


Xy 
Si Nes 
por el complejo III (Fig. 12-18). 

El sustrato para el complejo III, CoQH,, es generado por 


sas enzimas incluyendo la NADH-CO0Q reductasa (Complejo Dota 


Espacio 
intermembrana 
CoQH) CoQ 
(2e7) 
CoQ Co0Q) 
(2 e-) 
Matriz 
CoQH,-citocromo c 
reductasa (complejo 111) 
En el sitio O,: 2 COQH) + 2 Cyt c** —> 
data 2000 +2 Cytc*+2 6 +4 Homero 
(2 e7) 
En el sitio O;: CoQ+2e +2 H*uado de la matriz) —> Co0H, 
(2H*,2e7) 


Ciclo Q neto (suma de reacciones en O, y Oj): 
Co0H) + 2 Cyt *+2 H lado de la matriz) —> 


(2 H*, 207) CoQ + 2 Cyt c?* + 4 Hiesterior 
(2 e7) 


Por cada 2 e” transferidos a través del complejo lll al citocromo C, 
se liberan 4 H* al espacio intermembrana 


FIGURA 12-18 El ciclo Q. El ciclo Q del complejo Ill utiliza la oxidación 
neta de una molécula de CoQH, para transferir cuatro protones al espacio 
intermembrana y dos electrones a dos moléculas de citocromo c. El ciclo 
comienza cuando una molécula del reservorio combinado de Co0H, 
reducido en la membrana se une a un sitio Q_ sobre el lado del espacio 
intermembrana (exterior) de la porción transmembrana del complejo ll (paso 
EI). Allí, COQH, libera dos protones al espacio intermembrana (paso E) y dos 
electrones, y la COQ resultante se disocia (paso EJ). Uno de los electrones 

es transportado, a través de una proteína hierro-azufre y del citocromo €, 
directamente hasta el citocromo c (paso EI). (Recordar que cada citocromo 
envía un electrón desde el complejo lll hasta el complejo IV). El otro electrón 
se mueve a través del citocromo b, y b,, y se reduce parcialmente una 
molécula CoQ unida al segundo sitio, Q, sobre el lado (interno) de la mati 
del complejo, formando un anión semiquinona CoQ, Q” (paso BJ). El proceso 
se repite con la unión de una segunda CoQH. en el sitio Q (paso B), la 
liberación de un protón (paso E, la reducción de otro citocromo € (Paso 

y la adición del otro electrón al Q* unido al sitio Q (paso Ea). Allí, la adición 
de dos protones de la matriz produce una molécula de CoQH, totalmente 
reducida en el sitio Q, que luego se disocia (pasos El y EJ) liberando eq 9% 
unir una molécula nueva de CoQ. (Paso HI) y comenzar nuevamente eiaóo 


Q (Adaptado de B. Trumpower, 1990, J Biol. Chem. 265:11 409, y E. Darrouzet y cols, Trends Bioche”" 
Sci. 26:445). 


> 


enccinato-CoQ reductasa (complejo 1), la flavoproteína de transfe- 
rencia de electrones:ubiquinona oxidorreductasa (ETF:QO, durante la 
p xidación) y, como se verá, por el complejo Ill en sí mismo. 

Como se muestra en la Figura 12-18, en una vuelta 
se oxidan dos moléculas de CoQH, a CoQ en el sitio Q, y se libera 
2 total de cuatro protones al espacio intermembrana, pero en el 
sitio Q se regenera una molécula de CoQH, a partir de CoQ y dos 

roteínas adicionales del espacio de la matriz. Los proto 
ridos SON distribuidos a partir de CoQH,, que obtiene sus protones 
de la matriz como se describió de manera reciente. Aunque aparen- 
temente engorroso, el ciclo Q optimiza el número de protones bom- 
peados por el par de electrones que se mueven a través del complejo 
111. El ciclo Q se encuentra en todas las plantas y animales, así como 
en las bacterias. Su formación en una etapa muy temprana de la 
evolución celular fue probablemente esencial para el éxito de todas 
las formas de vida, como un modo de convertir la energía poten- 
cial en la coenzima Q reducida en la máxima fuerza protón-motriz 
a través de una membrana. A su vez esto maximiza el número de 
moléculas de ATP sintetizadas a partir de cada electrón que se mue- 
ve descendiendo en la cadena de transporte de electrones desde el 
NADH o FADH, hasta el oxígeno. 

¿Cómo se dirigen los dos electrones liberados desde la CoQH, en 
el sito Q, hasta diferentes aceptores, ya sea Fe-S, citocromo c, y luego 
al citocromo c (vía superior en la Fig. 12-18), o alternativamente 
hasta el citocromo b,, el citocromo b,, y luego a la CoQ en el sito Q, 
(vía inferior en la Fig. 12-18)? El mecanismo involucra una bisagra 
flexible en la subunidad proteica que contiene Fe-S del complejo III. 
Inicialmente el grupo Fe-S se encuentra lo suficientemente cerca del 
sitio Q, para recolectar un electrón del CoQH, unido allí. Una vez 
que sucedió esto, un segmento de la proteína que contiene este grupo 
Fe-S balancea el grupo alejándose del sitio Q, hasta una posición 
lo suficientemente cerca del hemo en el citocromo c, para que se 
produzca la transferencia electrónica. Con la subunidad Fe-S en esta 
conformación alternada, el segundo electrón liberado del CoQH, 
unido al sitio Q, no puede moverse hasta el grupo Fe-S: está dema- 
siado lejos, por ende toma un camino alternativo a través de una vía 
de alguna manera termodinámicamente menos favorecida hasta el 
citocromo b, y a través del citocromo b,, hasta la CoQ en el sitio Q.. 


del ciclo Q, 


nes transfe- 


Citocromo c oxidasa (complejo IV) El citocromo c, después de ser 
reducido por un electrón que proviene de la CoQH,-citocromo Cc 
reductasa (complejo III), se vuelve a reducir a medida que trans- 
Porta su electrón hasta la citocromo c oxidasa (complejo IV) (véase 
la Fig. 12-16). Las citocromo c oxidasas contienen 13 subunidades 
diferentes, pero el centro catalítico de la enzima consiste en solo 
tres subunidades. Las funciones de las subunidades restantes no son 
bien comprendidas. Las citocromo c oxidasas bacterianas contie- 
nen solo las tres subunidades catalíticas. Tanto en las mitocondrias 
“omo en las bacterias, las cuatro moléculas de citocromo c reducido 
* unen, de a una por vez, a la oxidasa. Se transfiere UN electrón 
desde el hemo de cada citocromo c, primero al par de ¡ones de cobre 
mados Cu ?>, luego al hemo en el citocromo a y a continuación al 
-* Y al hemo en el citocromo a, que juntos componen el centro 
“Teducción del oxígeno. Los cuatro electrones finalmente pasan al 
hs final de electrones, A ps cd 
boba (06 , es uno de los productos na es polo 

Westra a que, por simplicidad, la Figura 
os electrones moviéndose y Y O, siendo reducido). Los 


<Q 


intermediarios en la reducción del oxígeno incluyen el anión pe- 
róxido (O,*) y probablemente el radical hidroxilo (OH-), así como 
numerosos complejos inusuales de átomos de hierro y oxígeno. Es- 
tos intermediarios podrían ser dañinos para la célula si ellos se esca- 
paran del complejo IV, pero lo hacen solo raramente (véase el aná- 
lisis de las especies reactivas del oxígeno a continuación). Durante 
el transporte de cuatro electrones a través del complejo citocromo 
COxidasa, se transportan cuatro protones desde el espacio de la ma- 
triz a través de la membrana. Así, el complejo IV transporta solo un 
protón por electrón transferido, mientras que el complejo II, utili- 
zando el ciclo Q, transporta dos protones por electrón transferido. 
Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual el complejo IV 
transporta estos protones. 

Por cada cuatro electrones transferidos, la reacción global cataliza- 
da por la citocromo c oxidasa es: 


4 Cyt c?*+8H* 


(reducido) 


+0,>34Cyt0*+2H,0+4H* 
(oxidado) 


dentro fuera 


El veneno cianuro, que se ha utilizado como agente de guerra 

química por espías para suicidarse cuando eran capturados, en 
las cámaras de gas para ejecutar prisioneros y por los nazis (gas 
Zyklon B) para el asesinato en masa de judíos y otros, es tóxico debi- 
do a que se une al hemo a, en la citocromo c oxidasa (complejo IV), 
inhibiendo el transporte de electrones y por ende la fosforilación 
oxidativa y la producción de ATP. El cianuro es una de muchas mo- 
léculas pequeñas que interfieren con la producción de energía en las 
mitocondrias. M 


Los potenciales de reducción de los 
transportadores electrónicos en la cadena de 
transporte de electrones favorecen el flujo de 
electrones del NADH hasta el O, 


Como vimos en el Capítulo 2, el potencial de reducción E para una 
reacción de reducción parcial 


Molécula oxidada + e == molécula reducida 


es una medida de la constante de equilibrio de esa reacción parcial. 
Con la excepción de los citocromos b en los complejos de CoQH,” 
citocromo c reductasa, el potencial de reducción estándar E*” de los 
transportadores electrónicos en la cadena respiratoria mitocondrial se 
incrementa continuamente desde el NADH hasta el O,. Por ejemplo, 
para la reacción parcial 


NAD* + H*'+2e: = NADH 


el valor del potencial de reducción estándar es -320 mV, lo cual es equi- 
valente a un AG” de + 14,8 kcal/mol para la transferencia de dos elec- 
trones. Así, esta reacción parcial tiende a proceder hacia la izquierda, es 
decir, hacia la oxidación de NADH a NAD*, 

Por el contrario, el potencial de reducción estándar para la reacción 
parcial 


Citocromo c, (Fe?*) + e” == citocromo C.., (Fe? +) 
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FIGURA 12-19 Cambios en el potencial redox y 


Potencial redox 


Energía libra 


k 
la energía libre durante el flujo escalonado de (mV) | mo 
electrones a través de la cadena respiratoria. Las 60 
flechas azules indican el flujo de electrones; las fechas NADH-C0AQ reductasa 
rojas, la translocación de protones a través de la membrana -400 (complejo !) 
mitocondrial interna. Los electrones pasan a través de NADH NAD? + H?* 
complejos multiproteicos desde aquellos a un potencial 
de reducción más bajo hasta aquellos con un potencial de py to4 2 H* 
reducción más alto (más positivo) (escala de la izquierda), ole Fumarato + 50 
con una reducción correspondiente en energía libre y Succinato 
(escala de la derecha). La energía liberada a medida que -200 FMN 
los electrones fluyen a través de tres de los complejos es ] 
suficiente para impulsar el bombeo de ¡ones H* a través de H? adentro Succinato-CoQ 
la membrana, estableciendo una fuerza protón-motriz. Fe-S reductasa (complejo 1!) 
Headuera . Go, > 40 
0|- CoQ 
. 3 
200 Co0H, -citocromo c Pp 
reductasa (complejo ll!) 
20 
400 i 
600 12 
Citocromo c oxidasa | 
(complejo IV) | | 
800 0 


es + 220 mV (AG” =-5,1 kcal/mol) para transferir un electrón. Así, 
esta reacción parcial tiende a proceder hacia la derecha, es decir, hacia 
la reducción del citocromo c (Fe**) a citocromo c (Fe?*), 

La reacción final en la cadena respiratoria, la reducción de O, a 
HO: 


2 


2H*+40, +20 >H0 


tiene un potencial de reducción estándar de + 816 mV (AG” =-37,8 
kcal/mol para transferir dos electrones), el más positivo en la serie 
completa; por lo tanto, esta reacción tiende a proceder hacia la de- 
recha. 

Como se ilustra en la Figura 12-19, el incremento constante en los 
valores de E” y el correspondiente descenso en los valores de AG” de 
los transportadores en la cadena de transporte de electrones, favorecen 
el flujo de electrones desde el NADH y el FADH, (generados a partir 
del succinato) hasta el oxígeno. La energía liberada como electrones 
que fluyen energéticamente “cuesta abajo” a través de los complejos de 
la cadena de transporte de electrones, conduce el bombeo de protones 
en contra de sus gradientes de concentración atravesando la membrana 
mitocondrial interna. 
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12 O, + 2 H+ H20 


Los complejos multiproteicos de la cadena de 
transporte de electrones se ensamblan 
en supercomplejos 


Hace 50 años Britton Chance, propuso que los complejos de trans- 
porte de electrones podrían ensamblarse en supercomplejos grandes. 
Haciendo esto, los complejos podrían acercarse a una proximidad alta- 
mente organizada, lo cual mejoraría la velocidad y la eficacia del pro- 
ceso global. En efecto, los estudios genéticos, bioquímicos y biofísicos 
proporcionaron gran evidencia acerca de la existencia de supercomple- 
jos en la cadena de transporte de electrones. Estos estudios involuct- 
ron métodos electroforéticos en gel llamados electroforesis nativa 22 

(BN)-PAGE y electroforesis nativa simple o incolora (CN)-PAGE, 91 
permiten la separación de complejos multiproteína macromolecularts 
muy grandes y el análisis por microscopia electrónica de sus estructu” 
ras tridimensionales. Uno de tales supercomplejos contiene uná copls 
del complejo l, un dímero del complejo III (HII,) y una o más copias 
del complejo IV (Fig. 12-20). A partir de los geles BN-PAGE $ 
ló un supercomplejo que contiene todos los componentes que $ e 
que cumplen un papel en la respiración (complejos 1-1V, ubiquinos” 
(CoQ) y citocromo c), el cual demostró transferir los electrones desde 


y» 


Y 


e (b) 


Espaci 

da Supercomplejo 11121 Eo 

——— Supercomplejo 1/11l, Membrana interna 
— Complejo | Matriz 


wi—— ATP sintasa 


— Dimero complejo lll (1117) 
*==— Complejo IV 


— Complejo Il 


FIGURA EXPERIMENTAL 12-20 La electroforesis y las imágenes de 
microscopia electrónica identifican un supercomplejo de la cadena 

de transporte de electrones conteniendo los complejos 1, 11! y IV. 

(a) Las proteínas de membrana en las mitocondrias de corazón bovino 

aislado se solubilizaron con Un detergente y se separaron los complejos y 
supercomplejos mediante electroforesis en gel usando el método azul nativo 
(BN)-PAGE. Cada banda teñida de azul dentro del gel representa el complejo 
proteico indicado O supercomplejo, con Ill, representando un dímero del 
complejo III. La intensidad de la tinción azul es aproximadamente proporcional 


el NADH hasta el O,; en otras palabras, este supercomplejo puede res- 
pirar: es un respirasoma. 

El único fosfolípido cardiolipina (difosfatidil glicerol) parece cum- 
plir un papel importante en el ensamblaje y la función de estos super- 
complejos. En general no se observa 


10) Cardiolipina 
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ín Otras membranas de las células eucariontes, se ha observado que 
. Grdiolipina se une a proteínas integrales de membrana de la mem- 
brana interna (p. ej. complejo 11). Estudios genéticos y bioquímicos 
7 mutantes de levadura, en los cuales la síntesis de cardiolipina está 
.% ucada, han establecido que la cardiolipina contribuye a la forma- 
ed actividad de los supercomplejos mitocondriales y así se lo ha 
minado el pegamento que mantiene juntos a todos los transporta- 
65 de la cadena electrónica, aunque queda por definir el mecanismo 
e Además, existe evidencia de que la cardiolipina puede influir 
yen 7 y la permeabilidad de la membrana interna a los protones 
secuencia, a la fuerza protón-motriz. 


Dímero complejo Ill Complejo IV 


a la cantidad de complejo o supercomplejo presente. (b) El supercomplejo 1/ 
III, /IV fue extraido del gel y las partículas se tiñeron negativamente con acetato 
de uranilo al 1%, visualizándose luego mediante microscopia electrónica de 
transmisión. Se combinaron las imágenes de 228 partículas a una resolución 
de - 3,4 nm para generar una imagen promedio del complejo visto desde 

el lateral del plano de la membrana. Las localizaciones aproximadas del dimero 
complejo lll y complejo IV se indican mediante óvalos; el borde del complejo | 
también se indica mediante líneas de puntos (blanco). La barra de escala es 10 nm. 
(Adaptado de E. Schafer y cols., 2006, J Biol. Chem. 281(22):15370-15375). 


Las especies reactivas de oxígeno (ROS) son 
subproductos tóxicos del transporte de electrones 
que pueden dañar las células 


Alrededor de 1-2% del oxígeno metabolizado por los organismos 
aerobios, en lugar de ser convertido a agua, es parcialmente redu- 
cido al anión radical superóxido (O,'- donde el “punto” representa un 
electrón desapareado). Los radicales son átomos que tienen uno o más 
electrones desapareados en una capa (de valencia) externa, o moléculas 
que contienen uno de tales átomos. Muchos radicales, aunque no to- 
dos, suelen ser altamente reactivos, alterando las estructuras y propie- 
dades de aquellas moléculas con las cuales reaccionan. Los productos 
de tales reacciones a menudo son ellos mismos radicales y por lo tanto 
pueden propagar una reacción en cadena que altera muchas moléculas 
adicionales. Los superóxidos y otras moléculas que contienen oxígeno 
altamente reactivo, ambos radicales (es decir, O,*7) y los no radicales 
(peróxido de hidrógeno, H,O,) se denominan especies reactivas de oxí- 
geno (ROS, por sus siglas en inglés). Las ROS son de gran interés debido 
a que pueden reaccionar con muchas moléculas biológicas claves y por 
ende causar daño, incluyendo lípidos (en particular ácidos grasos insa- 
turados y sus derivados), proteínas y DNA, interfiriendo gravemente 
con sus funciones normales. A concentraciones moderadas, las ROS 
contribuyen a lo que se denomina estrés oxidativo celular y puede ser 
altamente tóxico. En efecto, las ROS son generadas apropósito por las 
células de defensa del cuerpo (p. ej., macrófagos, neutrófilos) para ma- 
tar patógenos. En los seres humanos, la generación excesiva o inade- 
cuada de ROS está implicada en muchas enfermedades, incluyendo 
fallos cardíacos, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades he- 
páticas inducidas por alcohol, diabetes y envejecimiento. 
Aunque existen diversos mecanismos para generar las ROS en las 
células, la principal fuente en las células eucariontes es el transporte de 
electrones en las mitocondrias (o en los cloroplastos, como se descri- 
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be a continuación). Los electrones que pasan a través de la cadena de 
transporte mitocondrial pueden tener suficiente energía para reducir 
el oxígeno molecular (0,) formando aniones superóxido (Fig. 12-21, 
arriba). Sin embargo, esto solo puede suceder cuando el oxígeno mo- 
lecular entra en contacto con los transportadores de electrones redu- 
cidos (hierro, EMN, CoQH,) en la cadena. En general, se previene tal 
contacto por el secuestro de los transportadores dentro de las proteínas 
involucradas. No obstante, existen algunos sitios (en particular el com- 
plejo 1 y CoQ”, véase la Fig. 12-15) y algunas condiciones (p. ej., alta 
relación NADH/NAD* en la matriz, fuerza protón-motriz alta cuando 
no se genera ATP) en que los electrones pueden “fugarse” más rápida- 
mente de la cadena y reducir el 0,105, 

El anión superóxido es un ROS en especial inestable y reactivo. Las 
mitocondrias han desarrollado diversos mecanismos de defensa que 
ayudan a proteger contra la toxicidad de O,”, incluyendo el uso de en- 
zimas que inactivan el superóxido, primero mediante su conversión a 
H,0, (superóxido dismutasa que contiene Mn, SOD) y luego a H,O 
(catalasa) (Fig. 12-21). Debido a que O,” es también altamente reacti- 
vo y tóxico, SOD y la catalasa son algunas de las enzimas más rápidas 
conocidas. SOD se encuentra dentro de las mitocondrias y otros com- 
partimientos subcelulares. El peróxido de hidrógeno en sí mismo es un 
ROS que puede difundirse rápidamente a través de las membranas y 
reaccionar con moléculas a lo largo de toda la célula. También se puede 
convertir mediante ciertos metales como el Fe** en radicales hidroxilos 
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2 H*+057 
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y DNA 
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FIGURA 12-21 Generación e inactivación de las especies reactivas 

del oxígeno. Los electrones de las cadenas de transporte de electrones de 

las mitocondrias y los cloroplastos, así como también algunos generados a 
través de Otras reacciones enzimáticas, reducen el oxígeno molecular (O,) 
formando el anión radical superóxido altamente reactivo (O,*-). El superóxido 
es rápidamente convertido por la superóxido dismutasa (SOD) a peróxido de 
hidrógeno (H,O,), que a su vez puede ser convertido por jones metálicos como 
el Fe?” a radicales hidroxilos (OH*) o puede ser inactivado hasta formar agua 
mediante enzimas como la catalasa. Debido a su alta reactividad química, el 
O,”-, el H,O, el OH" y las moléculas similares se denominan especies reactivas 
de oxígeno (ROS). Ellas causan daño oxidativo y radicales libres a muchas 
biomoléculas, incluyendo lípidos, proteínas y DNA. Este daño lleva al estrés 
oxidativo celular que causa enfermedades y, si es suficientemente grave, puede 
matar células. 
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he 


(OH*) aún más dañinos. Por ende, las células pepe de la UVA 
del H,O, por parte de la catalasa y rigen 200 : PerOxirado. 
xina y la glutatión peroxidasa, que también os os product, 
hidroperóxidos lipídicos formados cuando las | >. pra con lo, 
grupos acilo grasos insaturados. Pequeñas pu sa as radicales anti. 
oxidantes como la vitamina E y cl ácido arlipoles también POL 
contra el estrés oxidativo. Aunque en muchas eos la catalas, ólo 
se localiza en los peroxisomas, en las células del músculo carg;,.., 5 
encuentra en las mitocondrias. Esto no es sorprendente, debido , Que 
el corazón es el órgano que más oxígeno consume por gramo de y, 6 
en los mamíferos. 

Como la tasa de producción de ROS por parte de las mitocong-.,, 
y de los cloroplastos refleja la tasa metabólica de estos orgánulos (;, ., 
tamaño de la fuerza protón-motriz, relación NADH/NAD>), la, «¿),. 
las han desarrollado sistemas que detectan ROS, como los factor, de 
transcripción ROS/redox, para detectar el estado metabólico de estos 
orgánulos y responder de acuerdo al mismo, por ejemplo median; + 
cambio en la velocidad de transcripción de los genes nucleares que «;. 
difican proteínas específicas del orgánulo. M 


Los experimentos que usan complejos de la cadena 
de transporte de electrones purificados establecen 
la estequiometría del bombeo de protones 


Se han identificado los complejos multiproteicos de la cadena de trans- 
porte de electrones que son responsables del bombeo de protones 
mediante extracción selectiva de las membranas mitocondriales con 
detergentes, aislando cada uno de los complejos en forma casi pura 
y luego preparando vesículas de fosfolípidos artificiales (liposomas) 
conteniendo cada complejo. Cuando un donante y aceptor de electro- 
nes adecuado se añade a tales liposomas, ocurrirá un cambio en el pH 
del medio si el complejo embebido transporta protones (Fig. 12-22). 
Estudios de este tipo indican que la NADH-C0oQ reductasa (complejo 
[) traspasa cuatro protones por cada par de electrones transportados, 
mientas que la citocromo c oxidasa (complejo IV) traspasa dos proto- 
nes por cada par de electrones transportados. 

La evidencia actual sugiere que un total de 10 protones son trans- 
portados desde el espacio de la matriz a través de la membrana mito- 
condrial interna por cada par de electrones que es transferido desde 
el NADH hasta el O, (véase la Fig. 12-16). Debido a que la succinato- 
CoQ reductasa (complejo 11) no transporta protones y el complejo! 
es saltado cuando los electrones provienen del succinato derivados 
del FADH,, solo se transportan seis protones a través de la membrani 


por cada par de electrones que son transferidos desde este FADH, 
hasta el O,. 


La fuerza protón-motriz en las mitocondrias 


se debe en gran parte a un gradiente de voltaje 
a través de la membrana mitocondrial interna 


El principal resultado de la cadena de transporte de electrones * " 
generación de la fuerza protón-motriz (pmf), que es la suma de un 
gradiente transmembrana de concentración de protones (pH) Y ps 
un gradiente de voltaje o potencial eléctrico, a través de la mem pe” 
na mitocondrial interna. La contribución relativa de los d0S pi 
ponentes del pmf total se ha determinado experimentalmente Y , 
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FIGURA EXPERIMENTAL 12-22 La transferencia de electrones desde 

el citocromo c reducido hasta el O, a través de la citocromo c oxidasa 
(complejo IV), está acoplada al transporte de protones. El complejo 
oxidasa es incorporado dentro de liposomas con los sitios de unión para el 
citocromo c posicionado sobre la superficie externa. (a) Cuando se añade el 

O, y el citocromo c reducido, los electrones son transferidos al O, para formar 
H.O y los protones son transportados desde el medio interno de las vesículas 
al exterior. Un fármaco llamado valinomicina se añadió al medio para disipar el 
gradiente de voltaje generado por la translocación de H*, que de otra manera 
podría reducir el número de protones movidos a través de la membrana. 

(b) El seguimiento del pH del medio revela una caída abrupta en el pHa 
continuación del agregado de O,. A medida que el citocromo € reducido se 
oxida por completo, los protones se filtran de nuevo al interior de las vesículas 
y el pH del medio regresa a su valor inicial. Las mediciones muestran qUe 

dos protones son transportados por átomo de O reducido. Se necesitan dos 
electrones para reducir un átomo de O, pero el citocromo € transfiere solo un 
electrón; por ende, se oxidan dos moléculas de Cyt c** por cada O reducido. 
Vdeptado de B. Reynafarje y cols, 1986, .. Biol. Chem. 261:8 254). 


Pende de la permeabilidad de la membrana a los ¡ones diferentes al 


H”. Un gradiente de voltaje significativo puede desarrollarse solo si 
* membrana es poco permeable a otros cationes y aniones. De otra 
Manera, los aniones podrían fugarse a través de la matriz hasta el 
“SPacio intermembrana junto con los protones y evitar la formación 
de un gradiente de voltaje. De modo similar, los cationes que se fu- 
Ban a través del espacio intermembrana hasta la matriz (intercambio 
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de cargas iguales) también harían cortocircuito a la formación del 
gradiente de voltaje. En efecto, la membrana mitocondrial interna es 
poco permeable a otros iones. Así el bombeo de protones genera un 
gradiente de voltaje que torna energéticamente dificultoso que proto- 
nes adicionales se muevan a través, debido a la repulsión de carga. En 
consecuencia, el bombeo de protones por la cadena de transporte de 
electrones establece un gradiente de voltaje fuerte en el contexto de 
un gradiente de pH más bien pequeño. 

Debido a que las mitocondrias son mucho más pequeñas para 
ser atravesadas con electrodos, el potencial eléctrico y el gradiente 
de pH a través de la membrana mitocondrial interna no se puede 
medir directamente. Sin embargo, el potencial eléctrico se puede me- 
dir directamente por adición de ¡ones “K* y trazas de valinomicina 
a una suspensión de mitocondrias que respiran y medir la cantidad 
de radioactividad que se acumula en la matriz. Aunque la membrana 
interna normalmente es impermeable a los K*, la valinomicina es un 
ionósforo, una molécula pequeña liposoluble que se une selectiva- 
mente a un ion específico (en este caso K*) y lo transporta a través 
de la membrana de otro modo impermeable. En presencia de vali- 
nomicina, el %K* se equilibra a través de la membrana interna de las 
mitocondrias aisladas de acuerdo con el potencial eléctrico: cuanto 
más negativo es el lado de la matriz de la membrana, más “K* serán 
atraídos hacia él y se acumularán en la matriz. 

En el equilibrio, la concentración medida de iones K* radioactivos 
en la matriz, [K,,, ], es alrededor de 500 veces más grande que en el 
medio circundante, [K,._]. La sustitución de este valor en la ecuación 
de Nernst (Cap. 11) muestra que el potencial eléctrico E (en mV) a 
través de la membrana interna en la respiración mitocondrial es - 160 
mV, con la matriz (dentro) negativa 


E=-59 log [K,,.,.,,] = 59 log500 =— 160 mV 


(Kera) 


Los investigadores pueden medir el pH de la matriz (dentro) cap- 
turando vesículas formadas a partir de la membrana mitocondrial 
interna con colorantes fluorescentes sensibles al pH en su interior, 
con el lado de la matriz de la membrana mirando hacia el interior. 
También se puede medir el pH por fuera de las vesículas (equiva- 
lente al espacio intermembrana) y así determinar el gradiente de pH 
(ApH), que resulta ser —1 unidad de pH. Debido a que una diferen- 
cia de una unidad de pH representa una diferencia de diez veces en 
la concentración de H*, de acuerdo con la ecuación de Nernst un 
gradiente de pH de una unidad a través de una membrana es equi- 
valente a un potencial eléctrico de 59 mV a 20 *C. Así, conociendo 
los gradientes de voltaje y pH, se puede calcular la fuerza protón- 


motriz (pmf) como 


pmf=y - E x ApH) = y — 59 ApH 


donde Res la constante de gases de 1,987 cal/(grado * mol), Tes la tem- 
peratura (en gados Kelvin), F es la constante de Faraday [23,062 cal/ 
(V * mol)], y es el potencial eléctrico transmembrana y pmf se mide 
en milivoltios. El potencial eléctrico y a través de la membrana interna 
es 160 mV (negativo dentro de la matriz) y es equivalente a — 60 mV. 
Así, el pmf total es 220 mV, con el potencial eléctrico transmembrana 
responsable de alrededor del 73% del total. 
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rotón-motriz 


CONCEPTOS CLAVES de la Sección 12.3 


Cadena de transporte de electrones y generación 
de la fuerza protón-motriz 


* Hacia el final del ciclo del ácido cítrico (etapa II), mucha de la ener- 
gía originalmente presente en los enlaces covalentes de la glucosa y los 
ácidos grasos es convertida a electrones de alta energía en las coenzi- 
mas reducidas NADH y FADH,. La energía de estos electrones se utiliza 
para generar la fuerza protón-motriz. 


* En las mitocondrias, la fuerza protón-motriz es generada por aco- 
plamiento del flujo electrónico (del NADH y FADH, hasta el O,) a 
un transporte cuesta arriba de protones desde la matriz a través de la 
membrana interna hasta el espacio intermembrana. Este proceso junto 
con la síntesis de ATP a partir de ADP y P, dirigida por la fuerza protón- 
motriz se denomina fosforilación oxidativa. 


* A medida que los electrones fluyen desde el FADH, y el NADH hasta 
el O,, pasan a través de muchos complejos. Los cuatro complejos prin- 
cipales son la NADH-C0Q reductasa (complejo 1), la succinato-CoQ 
reductasa (complejo ID), la CoQH, citocromo c reductasa (complejo 
II) y la citocromo c oxidasa (complejo IV) (véase la Fig. 12-16). 


* Cada complejo contiene uno o más grupos prostéticos que llevan 
electrones: los grupos hierro-azufre, las lavinas, los grupos hemo y los 
iones de cobre (véase el Cuadro 12-2). El citocromo c, que contiene 
hemo y la coenzima Q (CoQ), una molécula pequeña liposoluble, son 
transportadores móviles que transfieren electrones entre los complejos. 


* Los complejos 1, III y IV bombean protones desde la matriz hacia el 
espacio intermembrana. Los complejos I y II reducen la CoQ a CoQH, 
que transporta protones y electrones de alta energía hasta el complejo 
TI. El hemo de la proteína citocromo c transporta electrones desde el 
complejo III hasta el complejo IV, que los utilizan para bombear proto- 
nes y reducir el oxígeno molecular a agua. 


* Los electrones de alta energía del NADH entran a la cadena de trans- 
porte de electrones a través del complejo I, mientras que los electrones 
de alta energía del FADH, (derivados del succinato en el ciclo del áci- 
do cítrico) entran a la cadena de transporte de electrones a través del 
complejo II. Electrones adicionales derivados del FADH, por el paso 
inicial de la fB-oxidación del acil-CoA graso incrementan el suministro 
de CoQH, disponible para el transporte de electrones. 


* El ciclo Q permite que cuatro protones sean transferidos por cada par de 
electrones que se mueven a través del complejo III (véase la Fig. 12-18), 


« Cada transportador de electrones en la cadena acepta un electrón o 
par de electrones de un transportador con un potencial de reducción 
menos positivo y transfiere el electrón a un transportador con un po- 
tencial de reducción más positivo. Así, los potenciales de reducción 
de los transportadores de electrones favorecen la unidireccionalidad 
“cuesta abajo” del flujo de electrones desde el NADH y el FADH, hasta 


el O, (véase la Fig. 12-19). 


- Dentro de la membrana interna, los complejos de transporte de elec- 
trones se ensamblan para formar supercomplejos que se mantienen 
juntos mediante la cardiolipina, un fosfolípido especializado. La for- 
mación de supercomplejos puede incrementar la velocidad y la eficien- 
cia de generación de la fuerza protón-motriz. 
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» Las especies reactivas de oxígeno (ROS) son subproductos otÓpi, 
de la cadena de transporte de electrones que pueden modificar y data, 
proteínas, DNA y lípidos. Enzimas específicas (p. e)» glutatión Peroxi das 
catalasa) y pequeñas moléculas antioxidantes (p. ej., vitamina E) ayyg la Ñ 
proteger contra el daño inducido por ROS (véase la de 12-21). Las Ros 
también se puede utilizar como moléculas de señalización intracelyjay 


+ Un total de 10 ¡ones H* son transferidos desde la matriz a través q, 
la membrana interna por par de electrones que fluyen desde el NADH 
hasta el O, (véase la Fig. 12-16), mientras que 6 iones H' son transfer;. 
dos por par de electrones que fluyen desde el FADH, hasta el O, 


« La fuerza protón-motriz se debe en gran parte a un gradiente de voltaje 
a través de la membrana interna producido por el bombeo de Protones; e 
gradiente de pH cumple una función cuantitativamente menos impor; Ante. 


12.4 Aprovechamiento de la fuerza 
protón-motriz para sintetizar ATP 


La hipótesis de que una fuerza protón-motriz a través de la mem); 
na mitocondrial interna es la fuente inmediata de energía para la sin- 
tesis de ATP fue propuesta en 1961 por Peter Mitchell. Virtualmente 
todos los investigadores que estudiaban la fosforilación oxidativa y la 
fotosíntesis inicialmente rechazaron esta hipótesis quimiosmótica. Ellos 
estaban a favor de un mecanismo similar a la entonces bien estudiada 
fosforilación a nivel de sustrato en la glucólisis, en la cual la transfor- 
mación química de una molécula de sustrato (en el caso de la glucólisis, 
fosfoenolpiruvato) está directamente acoplada con la síntesis de ATP.A 
pesar de los intensos esfuerzos por un gran número de investigadores, 
sin embargo, la recolección de evidencia por tal mecanismo mediado 
por la fosforilación a nivel de sustrato nunca fue observada. 

La evidencia definitiva que avalaba la hipótesis de Mitchell dependió 
del desarrollo de técnicas para purificar y reconstruir las membranas de 
orgánulos y proteínas de membrana. El experimento con vesículas for- 
madas a partir de membranas de tilacoides de cloroplastos (equivalente 
a la membrana interna de la mitocondria) conteniendo ATP sintasa, es- 
quematizada en la Figura 12-23, fue uno de los varios que demostraron 
que esta proteína es una enzima generadora de ATP y que esa genera- 
ción de ATP es dependiente del movimiento de protones y del gradien- 
te electroquímico. Resulta que los protones efectivamente se mueven ( 
través de la ATP sintasa a medida que atraviesan la membrana 

Como se verá, la ATP sintasa es un complejo multiproteína qué 
puede ser subdivido en dos subcompartimientos llamados E, (que con- 
tiene las proteínas transmembranas del complejo) y F, (que contiene 
las porciones globulares del complejo que se ubica por encima de la 
membrana y apunta hacia el espacio de la matriz en las mitocondrias 
Por lo tanto, la ATP sintasa también suele denominarse complejo FF; 
utilizaremos estos términos de modo indistinto. 


El mecanismo de la síntesis de ATP es compartido 


entre las bacterias, las mitocondrias y los 
cloroplastos 


. jas 
Aunque las bacterias carecen de membranas internas, las bacter a 
aerobias no obstante llevan a cabo fosforilación oxidativa medi?" 
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FIGURA EXPERIMENTAL 12-23 La síntesis de ATP por la ATP sintasa 
depende de un gradiente de pH a través de la membrana. Las vesículas 
de tilacoides de cloroplasto aislado conteniendo ATP sintasa (partículas F,F,) se 
equilibraron en oscuridad con una solución amortiguadora a pH 4,0. Cuando 
el pH en el lumen tilacoide se convirtió en 4,0, las vesículas se mezclaron 
rápidamente con una solución a pH 8,0 conteniendo ADP y P, Un pulso 

de síntesis de ATP acompañó el movimiento transmembrana de protones 
conducido por un gradiente de concentración H* 10 000 veces superior 

(10% M versus 10* M). En experimentos similares “interior-exterior” usando 
preparaciones de vesículas de membranas mitocondriales, un experimento de 
potencial eléctrico de membrana generado artificialmente también da como 
resultado la síntesis de ATP. 


e mismo proceso que se produce en las mitocondrias y los cloroplas- 
os eucariontes (Fig. 12-24). Las enzimas que catalizan la reacción de 
emibas vías glucolíticas y el ciclo del ácido cítrico están presentes en 
* iosol de las bacter ias; las enzimas que oxidan el NADH a NAD* y 
"ansfieren los electrones al último aceptor O, residen en la membrana 
Psemática bacteriana. El movimiento de los electrones a través de estos 
psportadores de membranas está acoplado al bombeo de protones 
a ln de la célula. El movimiento de los protones de regreso a la célula, 
vor de su gradiente de concentración a través de la ATP sintasa, 
Pt la síntesis de ATP. La ATP sintasa bacteriana (complejo FUE 
mo aunente idéntica en estructura y función a las AT P rs? e 
' Ndrias y cloroplastos, pero es más simple de purificar y estudiar. 
E Qué se comparte el mecanismo de síntesis de ATP entre organis- 

A "ocariontes y orgánulos eucariontes? Las bacterias aerobias primi- 
lemente fueron los progenitores tanto de las mitocondrias 


Com, E z 
> delos cloroplastos en las células eucariontes (Fig- 12-25). Deacuer- 


Y 


Bacteria 


H* 


+4 


aj 


Membrana 
plasmática 
H+ 
Mitocondria 
Membrana Espacio intermembrana 
externa N 
Fo Matriz 


Fr 


Membrana 
interna 


Cloroplasto 


Luz Espacio 


intermembrana 
AOS Estroma 
H204] % NADPH 


Membrana 
externa 


Membrana 
interna 
Membrana tilacoide 


FIGURA 12-24 La síntesis de ATP por quimiosmosis es similar en las 
bacterias, en los cloroplastos y en las mitocondrias. En quimiosmosis, 
una fuerza protón-motriz generada por el bombeo de protones a través 

de la membrana se utiliza para impulsar la síntesis de ATP. El mecanismo y 

la orientación de la membrana del proceso son similares en las bacterias, 

en las mitocondrias y en los cloroplastos. En cada ilustración, la superficie 

de la membrana orientada hacia una zona sombreada constituye el lado 
citoplasmático; la superficie orientada hacia una zona blanca sin sombras, 
representa una cara exoplasmática. Nótese que la cara citosólica de la 
membrana plasmática bacteriana, la cara de la matriz de la membrana 
mitocondrial interna y la cara estromal de la membrana tilacoide, son todas 
equivalentes. Durante el transporte de electrones, los protones siempre son 
bombeados desde el lado citosólico hacia el lado exoplasmático, creando un 
gradiente de concentración de protones (lado exoplasmático > lado citosólico) 
y un potencial eléctrico (lado citosólico negativo y un lado exoplasmático 
positivo) a través de la membrana. Durante la síntesis de ATP, los protones 
fluyen en la dirección inversa (a favor de sus gradientes electroquímicos) a 
través de la ATP sintasa (complejo FF ), que sobresale en una protuberancia en 
la cara citosólica en todos los casos. 
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FIGURA 12-25 La hipótesis endosimbiótica para el origen evolutivo 
de las mitocondrias y los cloroplastos. La endocitosis de una bacteria 
por una célula eucarionte ancestral (paso EI) podría generar un orgánulo 
con dos membranas: la membrana externa derivada de la membrana 
plasmática eucarionte y la interna a partir de una membrana bacteriana 
(paso EJ). La subunidad F, de la ATP sintasa, localizada sobre el lado 
citosólico de la membrana bacteriana, podría entonces orientarse hacia la 


do con esta hipótesis endosimbiótica, la membrana mitocondrial interna 
podría derivar de la membrana plasmática bacteriana con su lado citosó- 
lico apuntando hacia lo que se convirtió en el espacio de la matriz de la 
mitocondria. De manera similar, en las plantas la membrana plasmática 
progenitora se convirtió en la membrana tilacoide de los cloroplastos y 
su lado citosólico apuntó hacia lo que se convirtió en el espacio estromal 
del cloroplasto. En todos los casos, la ATP sintasa está posicionada con el 
dominio F, globular (que cataliza la síntesis de ATP) en el lado citosólico 
de la membrana, de manera tal que el ATP siempre se forma en el lado 
citosólico de la membrana (véase la Fig. 12-24). Los protones siempre 
fluyen a través de la ATP sintasa desde el lado exoplasmático hacia el 
lado citoplasmático de la membrana. Este flujo es conducido por la fuer- 
za protón-motriz. Invariablemente, el lado citosólico tiene un potencial 
eléctrico negativo en relación con el lado exoplasmático. 

Además de la síntesis de ATP, la fuerza protón-motriz a través de la 
membrana plasmática bacteriana se utiliza para impulsar otros proce- 
sos, incluyendo la captación de nutrientes como azúcares (utilizando 
los simportadores protón/azúcar) y la rotación del flagelo bacteriano. 
El acoplamiento quimiosmótico ilustra así un principio importante in- 
troducido en nuestro análisis de transporte activo en el Capítulo 11: el 
potencial de membrana, los gradientes de concentración de protones (y 
otros iones) a través de la membrana y los enlaces fosfoanhídridos en el 
ATP, son formas equivalentes e interconvertibles de la energía potencial 
química. En efecto, la síntesis de ATP a través de la ATP sintasa puede 
pensarse como un transporte activo marcha atrás. 


La ATP sintasa incluye los complejos 
multiproteicos F, yF, 


Con la aceptación general del mecanismo quimiosmótico de Mitchell, 
los investigadores pusieron su atención en la estructura y el funciona- 
miento de la ATP sintasa. El complejo tiene dos componentes prin- 
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matriz de la mitocondria en evolución (izquierda) o del cloroplasto (derecho 
La formación de vesículas a partir de la membrana interna de cloroplastos 
en las plantas actuales, generaría las membranas tilacoides con la subunida; 
F, permaneciendo sobre el lado citosólico hacia el estroma del cloroplasto 
(paso EJ). Las superficies de la membrana orientadas hacia una zona 
sombreada constituyen las caras citosólicas; las superficies que se orientan 
hacia una zona blanca son las caras exoplasmáticas. 


cipales, F, y F, ambos de los cuales son proteínas multiméricas (Fis. 
12-264). El componente F, contiene tres tipos de proteínas integrales 
de membrana, designadas a, b y c. En las bacterias y las mitocondrias 
de levaduras la estequiometría más común de las subunidades es a, 
b, c,, pero los complejos F, en las mitocondrias de animales tienen 
12 subunidades c y las de cloroplastos tiene 14. En todos los casos las 
subunidades c forman un anillo con forma de rosquilla (“anillo c”) en 
el plano de la membrana. La subunidad a y las dos b están rígidamente 
unidas una con otra pero no con el anillo c, una característica crucial 
de la proteína que trataremos brevemente. 

La porción F, es un complejo soluble en agua de cinco polipéptidos 
distintos con la composición Q.,B,ySe, que normalmente está unida fir- 
memente al subcomplejo F, en la superficie de la membrana. El extremo 
más inferior de la subunidad y en forma de varilla del subcomplejo F, es 
una espiral enrollada que ajusta en el centro del anillo de la subunidad c 
de F, y parece unirse rígidamente a él. Así, cuando el anillo de subunidad c 
rota, la subunidad y con forma de varilla se mueve con él. La subunidad € 
de F, está rígidamente unida a y y también forma contactos estrechos con 
varias de las subunidades c de E, . Las subunidades az y P son responsables 
de la forma globular general del subcomplejo F, y se asocian en orden 
alternante para formar un hexámero, apaBap, Re (0f$),, que descansa en 
la cima de la única subunidad y larga. La subunidad F Bestá permanente- 
mente unida a la subunidad b de F,. Por lo tanto, las subunidades F,ayby 
la subunidad 9 y el hexámero (of) ¿del complejo F, forman una estructu” 
ra rígida anclada en la membrana. Las subunidades b con forma de varilla 
forman también podría traducirse como: la “parte estática” que evita qué 
el hexámero (0.8), se mueva mientras descansa sobre la subunidad Y CUY 
rotación junto con las subunidades c de F, cumplen un papel esencial en 
el mecanismo de la ATP sintasa que se describe a continuación. 

Cuando la ATP sintasa está embebida en una membrana, el com 
ponente F, forma una perilla que sobresale de la cara citosólica (en la 
mitocondria es la matriz). Debido a que F, separado de la membraná 
es capaz de catalizar la hidrólisis (conversión de ATP a ADP más P, per 
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FIGURA 12-26 Estructura de la ATP sintasa (complejo F,F,) en la 
membrana plasmática bacteriana y mecanismos de translocación 

de protones a través de la membrana. (a) La porción F, embebida en la 
membrana de la ATP sintasa está formada por tres proteínas integrales de 
membrana: una copia de a, dos copias de b y un promedio de 10 copias de 

c dispuestas en un anillo en el plano de la membrana. Dos hemicanales de 
protones en la subunidad a median el movimiento de protones a través de 

la membrana (vía de protones indicada por flechas rojas). Los hemicanales 
permiten a los protones moverse uno por vez desde el medio exoplasmático 
hacia la cadena lateral del Asp-61, cargada negativamente en el centro de una 
subunidad e cerca del centro de la membrana. El sitio de unión al protón en 
cada subunidad e está representado como círculo blanco con una *-" azul, que 
constituye la carga negativa sobre la cadena lateral del Asp-61. El hemicanal Il 
permite a los protones moverse desde el Asp-61 de la subunidad € adyacente 
hasta el medio citosólico. La porción F, de la ATP sintasa contiene tres copias 
de cada subunidad a: y B, que forman un hexámero que se apoya por encima 
de la subunidad y con forma de barra, la Cual se inserta dentro del anillo € de 
la F,, La subunidad € está adherida rígidamente a la subunidad y y también a 
varias subunidades e. La subunidad 8 unida de forma permanente a una de las 
subunidades a en el complejo F, a la subunidad b de F,, Así, las subunidades 
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enominó ATPasa F ; sin embargo, 
para sintetizar ATP. La hidrólisis 
); así, la energía es necesaria 


la ausencia del componente F,, se lo d 
su función en las células es la inversa, 
de ATP es un proceso espontáneo (AG < 0 
para conducir la ATPasa “marcha atrás” y generar ATP. 


La rotación de la subunidad F, y conduce el 
movimiento de protones a través deF,, 
impulsando la síntesis de ATP 


Cada una de las tres subunidades B en la porción globular F , del comple- 
Jo F,F, completo puede unir ADP y P, y catalizar la síntesis endergónica 
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F, a y b y la subunidad d F, y el hexámero (0), forman una estructura rígida 
anclada en la membrana (anaranjado). Durante el flujo de protones, el anillo 

c y las subunidades e y y de F, rotan como una unidad (verde), provocando 
cambios conformacionales en las subunidades $ de F,, llevando a la síntesis 

de ATP. (b) Mecanismo potencial de la translocación de protones. Paso KE un 
protón del espacio exoplasmático entra al hemicanal | y se mueve hacia el 

sitio de unión al protón del Asp-61 (desprotonado) “vacío”. La carga negativa 
(azul "-") sobre la cadena lateral desprotonada del Asp-61 está equilibrada, 

en parte, por una carga positiva sobre la cadena lateral del Arg-210 (rojo"+”). 
Paso El El protón llena el sitio de unión al protón y simultáneamente desplaza 
la cadena lateral de la Arg-210, la cual se balancea sobre el sitio de unión 

al protón lleno sobre la subunidad e adyacente. Como consecuencia de la 
unión, el protón unido en el sito adyacente es desplazado. Paso El el protón 
adyacente desplazado se mueve a través del hemicanal ll y es liberado al 
espacio citosólico, dejando el sitio de unión al protón vacío en la Asp-61. Paso 
El La rotación en contra de las agujas del reloj del anillo e completo mueve la 
subunidad e “vacía” sobre el hemicanal. Paso El se repite el proceso. (Adaptado de 
M. J. Schnitzer, 2001, Nature 410:878; P. D. Boyer, 1999, Nature 402:247; y C. von Ballmoos, A. Wiedenmann, 
y P Dimroth, 2009, Ann. Rev. Biochern. 78:649-672). 


de ATP cuando está acoplada al flujo de protones desde el medio exoplás- 
mico (espacio intermembrana en la mitocondria) hacia el medio citosó- 
lico (matriz). Sin embargo, el acoplamiento entre el flujo de protones y 
la síntesis de ATP no debe ocurrir en las mismas regiones de la proteína, 
debido a que los sitios de unión a nucleótidos sobre las subunidades f de 
F, (donde se produce la síntesis de ATP) están a 9-10 nm de la superficie 
de la membrana mitocondrial. El modelo más ampliamente aceptado 
para la síntesis de ATP por parte del complejo F,E, (mecanismo de unión- 
cambio) postula solo un acoplamiento indirecto (Fig. 12-27). 

De acuerdo con este mecanismo, la energía liberada por el movi- 
miento “cuesta abajo” de protones a través de F, impulsa directamen- 
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FIGURA 12-27 Mecanismo de unión-cambio de la síntesis del ATP a 

partir de ADP y P.. En esta vista se visualiza a F, desde la superficie de la 

membrana (véase la Figura 12-26). A medida que la subunidad y rota 1209 

en el centro, cada una de las subunidades $ F, idénticas alternan entre tres 

estados conformacionales (O, conformación abierta, representada como 

óvalo en el sitio de unión; L, laxa con un rectángulo en el sitio de unión; T, 

ajustada con un triángulo en el sitio de unión), los cuales difieren en sus 

afinidades por el ATP, el ADP y el P. El ciclo comienza (arriba a la izquierda) 
cuando el ADP y el P, se unen laxamente a una de las tres subunidades $ (aquí, 
designada arbitrariamente f,), cuyo sitio de unión al nucleótido se encuentra 
en la conformación abierta (O). El flujo de protones a través de la porción En 

de la proteína impulsa una rotación de 120* de la subunidad y (relativa a las 

subunidades $ fijas) (paso EJ). Esto provoca la rotación de la subunidad y, que 

es asimétrica, para empujarla de manera diferencial contra las subunidades B, 

dando como resultado un cambio conformacional y un aumento en la afinidad 

de unión de la subunidad B para el ADP y el P, (de O > L), un incremento en 


te la rotación del anillo de subunidad c junto con sus subunidades 
Y y € (véase la Fig. 12-26a). La subunidad y actúa como un eje de 
rotación no simétrico, cuya rotación dentro del centro del hexámero 
estático (08), de F, causa que empujen secuencialmente cada una de 
las subunidades f y por ende, provoca cambios cíclicos en sus confor- 
maciones entre tres estados diferentes. Como se describe esquemáti- 
camente desde la vista inferior de la estructura globular del hexámero 
(08), en la Figura 12-27, la rotación de la subunidad y en relación al 
hexámero (af), fijo causa que el sitio de unión a nucleótido de cada 
una de las subunidades f alterne entre tres estados conformacionales 
en el siguiente orden: 


1. Un estado O (abierto) que une ATP de manera muy escasa y ADP y 
P, débilmente 


2. Un estado L (laxo) que une ADP y P, más fuertemente, pero no pue- 
de unir ATP 


548 CAPÍTULO 12 » Energética celular 


P A 
ADP 
54 
Reacción 
Rotación (sin rotación) 
a > 
ey ATP a ADP El 
P, P 5 


ATP 


Reacción 
(sin rotación) 


la afinidad de unión de la subunidad B, por el ADP y el P, que previamente se 
unieron (de L > T), y una disminución en la afinidad de unión de la subunidad 
B, por un ATP previamente unido (de T > O), provocando la liberación del 
ATP unido. Paso El sin rotación adicional del ADP y el P, en el sitio T (aquí 

la subunidad ,) se forma ATP, una reacción que no requiere una entrada 
adicional de energía debido al ambiente especial en el sitio activo del estado 
T. Al mismo tiempo, un nuevo ADP y un P, se unen al sitio de O no ocupado en 
p,. Paso El El flujo de protones impulsa otra rotación de 120 de la subunidad Y, 
con los consiguientes cambios conformacionales en los sitios de unión (L > T, 
O => L,T > 0) y la liberación del ATP desde la P,. Paso EX sin rotación adicional 
el ADP y el P, en el sitio T de la f3, forma ATP y el ADP y el P, adicional se unen al 
sitio O desocupado sobre P,. El proceso continúa con la rotación (paso EJ) y la 
formación de ATP (paso BB) hasta que se completa el ciclo, con la producción 
de tres ATP por cada rotación de 360% de Y. (Adaptado de P. Boyer, 1989, FASEB ). 3:2 164; Y. 
Zhou y cols, 1997, Proc. Nat 'l. Acad. Sci. USA 94:10 583: y M. Yoshida, E. Muneyuki y T. Hisabori, 2001, Nat. 
Rev. Mol. Cell Biol. 2:669-677). 


EF AAA AAA 


3. Un estado T (ajustado) que une ADP y P, tan fuertemente que de 
manera espontánea reaccionan y forman ATP 


En el estado T, el ATP producido se une tan fuertemente que no 
puede disociarse de manera rápida del sitio: está atrapado hasta que 
otra rotación de la subunidad y retorna esa subunidad f al estado O, 
liberando por lo tanto ATP y comenzando nuevamente el ciclo. El ATP 
o el ADP también se unen a sitios regulatorios o alostéricos en las tres 
subunidades 0%; esta unión modifica la velocidad de síntesis de ATP de 
acuerdo al nivel de ATP y ADP en la matriz, pero no está directamente 
involucrada en la síntesis de ATP a partir de ADP y P.. 

Diversos tipos de evidencia avalan el mecanismo de unión-cambio. 
Primero, los estudios bioquímicos demostraron que una de las tres SU- 
bunidades B sobre partículas F, aisladas puede unir fuertemente ADP y 
P; y luego formar ATP, que permanece fuertemente unido. El AG medi- 
do para esta reacción es casi cero, lo cual indica que una vez que el ADP 
y el P, se unen en el estado T de una subunidad f, espontáneament£ 


7) VIDEO: Rotación del filamento de actina unido a la ATP sintasa 


FIGURA EXPERIMENTAL 12-28 La subunidad y del complejo F rota 

en relación al hexámero (0.B),. Los complejos F, se diseñaron para que 
contengan subunidades f$' con una secuencia adicional His-6, que provoca 
que las mismas se adhieran a una placa de vidrio recubierta con un metal 
reactivo que une polihistidina. La subunidad y en los complejos F, diseñados 
estaba unida a un filamento de actina marcado con fluorescencia. Cuando se 
los visualizó en un microscopio fluorescente, se notó que los filamentos de 
actina rotaban en contra de las agujas del reloj en pasos discretos de 120% en 
presencia de ATP, impulsados por la hidrólisis de ATP por las subunidades P. 
(Adaptado de H. Noji y cols., 1997, Nature 386:299y R. Yasuda y cols,, 1998, Cell 93:1 117). 


forman ATP. Es importante destacar que la disociación del enlace de 
ATP a partir de la subunidad f sobre las partículas F, aisladas se produ- 
cen de forma extremadamente lenta. Este hallazgo sugiere que la diso- 
ciación del ATP podría estar impulsada por un cambio conformacional 
en la subunidad f, que a su vez podría ser causado por el movimiento 
de protones. 

El análisis por cristalografía de rayos X del hexámero (0.8), produce 
una conclusión notable: aunque las tres subunidades $ son idénticas 
en secuencia y estructura general, los sitios de unión del ADP/ATP tie- 
nen conformaciones diferentes en cada subunidad. La conclusión más 
razonable fue que las tres subunidades $ alternan en una reacción de- 
pendiente de energía entre tres estados conformacionales (O, L, T), en 
los cuales los sitios de unión al nucleótido tienen estructuras sustan- 
cialmente diferentes. 

En otros estudios, los complejos F,F, se trataron con agentes quí- 
micos que producen entrecruzamientos que se unen covalentemente a 
las subunidades y y € y al anillo de la subunidad c. La observación de 
que tales complejos tratados podían sintetizar ATP o usar ATP para 
impulsar el bombeo de protones indica que las proteínas entrecruzadas 
normalmente rotan juntas. 

Finalmente, la rotación de la subunidad y en relación con el hexá- 
mero fijo (A:$),, como se propuso en el mecanismo de unión-cambio, 
se observó directamente en el experimento ingenioso descrito en la 
Figura 12-28. En una modificación de este experimento en el cual 
se adhirieron partículas de oro diminutas (en lugar de filamentos de 


actina) a la subunidad y, se observó una velocidad de rotación de 134 


revoluciones por segundo. La hidrólisis de tres ATP, que recuérdese 


que es la reacción inversa catalizada por la misma enzima, se cree 
que impulsó una revolución; este resultado está cerca de la velocidad 
determinada experimentalmente de la hidrólisis de ATP por parte de 
los complejos F,F : alrededor de 400 ATP por segundo. En experi- 
mentos relacionados, se observó rotar a una subunidad y unida a una 
subunidad € y a un anillo de subunidades c en relación al hexámero 
fijo ($),. La rotación de la subunidad y en estos experimentos fue 
impulsada por la hidrólisis de ATP, la inversa del proceso normal, en 
la cual el movimiento de protones a través del complejo E, conduce 


la rotación de la subunidad y. Estas observaciones establecieron que 
la subunidad y, junto con el anillo c adherido y la subunidad € efecti- 
vamente rotan, impulsando así los cambios conformacionales en las 
subunidades PB que son necesarias para la unión de ADP y P, seguido 
por la síntesis y posterior liberación de ATP. 


Múltiples protones deben pasar a través de la ATP 
sintasa para sintetizar un ATP 


Un cálculo simple indica que se necesita el paso de más de un protón 
para sintetizar una molécula de ATP a partir de ADP y P,, Aunque el 
AG para esta reacción en condiciones estándares es +7,3 kcal/mol, a 
las concentraciones de los reactivos en la mitocondria AG es probable- 
mente más elevado (+10 a +12 kcal/mol). Se puede calcular la cantidad 
de energía libre liberada por el paso de 1 mol de protones a favor del 
gradiente electroquímico de 220 mV (0,22 V) de la ecuación de Nernst, 
fijando n= 1 y midiendo AE en volts: 


AG(cal/mol) = -nFDE = -(23,062 cal x V”* * mol”') AE 
(23,062 cal x V”* * mol”) (0,22 v) 
= -5 074 cal/mol, o — 5,1 kcal/mol 


Debido a que el movimiento cuesta abajo de 1 mol de protones libera 
poco más de 5 kcal de energía libre, el paso de al menos dos protones 
es necesario para la síntesis de cada molécula de ATP a partir de ADP 


yP. 


La rotación del anillo c de F, es conducida por 
protones que fluyen a través de los canales 
transmembrana 


Cada copia de subunidad c contiene dos hélices a que atraviesan la 
membrana que forma una estructura similar a una horquilla. Se cree 
que un residuo de aspartato, Asp-61 (numeración de la ATPasa de E. 
coli), en el centro de una de estas hélices en cada subunidad cumple una 
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función clave en el movimiento de protones mediante la unión y libera- 
ción de protones a medida que atraviesa la membrana. La modificación 
química de este aspartato mediante el veneno diciclohexilcarbodiimi- 
da o su mutación a alanina bloquea específicamente el movimiento de 
protones a través de F,. De acuerdo a un modelo actual, los protones 
atraviesan la membrana mediante dos hemicanales escalonados debido 
a que uno solo se extiende hasta la mitad del recorrido de la membrana 
(véase Fig. 12-26 y b); el extremo intermembrana de los canales se en- 
cuentra al nivel del Asp-61 en la mitad de la membrana. El hemicanal I 
solo se abre hacia la superficie exoplasmática y el II solo se abre hacia el 
lado citosólico. Previo a la rotación, cada cadena lateral de carboxilato 
de Asp-61 en las subunidades c está unida a un protón, excepto la de la 
subunidad c que está en contacto con el hemicanal 1. La carga negativa 
sobre el carboxilato desprotonado (el sitio “vacío” de unión al protón; 
véase la Fig. 12-26b, abajo) está neutralizada por la interacción con la 
cadena lateral positivamente cargada de la Arg-210 de la subunidad a. 
La translocación del protón a través de la membrana comienza cuando 
un protón del medio exoplasmático se mueve hacia arriba a través del 
hemicanal 1 (Fig. 12-26b, paso MB). A medida que el protón se mueve 
hacia el sitio de unión al protón vacío, desplaza la cadena lateral de la 
Arg-210, la cual se balancea hacia el sitio de unión al protón lleno de la 
subunidad c adyacente en contacto con el hemicanal II (paso EJ). En 
consecuencia, la cadena lateral positiva de la Arg-210 desplaza el pro- 
tón unido al Asp-61 de la subunidad c adyacente. Este protón despla- 
zado ahora está libre para viajar hasta el hemicanal II y salir al medio 
citosólico (paso EJ). Así, cuando un protón que entra del hemicanal 1 
se une al anillo c, un protón diferente se libera hacia el lado opuesto de 
la membrana a través del hemicanal II. La rotación del anillo c ente- 
ro debido al movimiento térmico/browniano (paso EJ) luego permite 
que una subunidad c recientemente desprotonada se mueva y se alinee 
por encima del hemicanal I, a medida que una subunidad c protonada 
adyacente rota para tomar su lugar debajo del hemicanal II. Luego se 
repite el ciclo completo (paso ED), a medida que protones adicionales 
se mueven descendiendo por sus gradiente electroquímicos desde el 
medio exoplasmático hacia el medio citosólico. Durante cada rotación 
parcial (360% divididos entre el número de subunidades c en el anillo), 
la rotación del anillo c está obligada de manera tal que el movimiento 
neto del anillo solo ocurre en una dirección. La energía conducida por 
los protones a través de la membrana y por ende la rotación del anillo 
c, proviene del potencial eléctrico y del gradiente de pH a través de la 
membrana. Si la dirección del flujo de protones es invertida, lo cual 
se puede realizar experimentalmente invirtiendo la dirección del gra- 
diente de protones y la fuerza protón-motriz, se invierte la dirección de 
rotación del anillo c. 

Debido a que la subunidad y de F, está estrechamente unida al 
anillo c de F,, la rotación del anillo c asociada con el movimiento de 
protones causa la rotación de la subunidad y. De acuerdo al mecanis- 
mo de unión-cambio, una rotación de 1200 de y impulsa la síntesis 
de un ATP (véase la Fig. 12-27). Por lo tanto, la rotación comple- 
ta del anillo c en 360% podría generar tres ATP. En E. coli, donde la 
composición de F, Es a,b,c.., el movimiento de 10 protones conduce 
una rotación completa y por ende a la síntesis de tres ATP. Este valor 
es consistente con la información experimental del flujo de protones 
durante la síntesis de ATP, proporcionando evidencia indirecta para 
el modelo de acoplamiento del movimiento de protones a la rotación 
del anillo c descrita en la Figura 12-26, El F,, de los cloroplastos con- 
al 14 subunidades c por anillo y el movimiento de 14 protones 
podría ser necesario para la síntesis de tres ATP. Es incierto por qué 
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e oi emás similares, han evoluciona 
jos F,F,, por lo d du Para 


estos comple 
E P diferentes. 


tener proporciones HAT 


ercambio ATP-ADP a través de la membran, 


El int pulsado por la fuerza 


mitocondrial interna eS im 


protón-motriz 
La fuerza protón-motriz se utiliza para impulsar múltiples Proceso, 
. Julas. Además de impulsar la sínto.; 

que necesitan energía en las cé | is de 
ATP, la fuerza protón-motriz a través de la membrana MitOcOndri,| ln 
terna impulsa el intercambio de ATP formado por fosforilación OXida. 
tiva dentro de la mitocondria por ADP y P, en el citosol. Este inte. Im. 
bio, que es necesario para suministrar los sustratos ADP yP, para quel, 
fosforilación oxidativa continúe, está mediado por dos proteínas +; la 
membrana interna: un transportador de fosfato (HPO *lantiport ado, 
OH”) que media la importación de un HPO,” acoplado a la expor. 
ción de un OH” y un antiportador ATP/ADP (Fig. 12-29). 

El antiportador ATP/ADP permite que una molécula de ADP .;. 
tre solo si sale simultáneamente un ATP. El antiportador ATP/ADp, 
un dímero de dos subunidades de 30 000 Da, constituye 10-159 de 
las proteínas en la membrana interna, de manera tal que es una de las 
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3H* 


ATP” + 0H. 


oa daran rin de transporte de fosfato y ATP/ADP en 
pe id Ocondrial interna. La acción coordinada de dos 
pes p rpura y verde) dan como resultado la captación de UN 

y un HPO,* en intercambio por un ATP y un hidroxilo, impulsado pol 
translocación afuera de un protón (mediada por las pratefíás de la cadena 0 
transporte de electrones, azul) durante el transporte de electrones. AqUÍno 


se muestra la membrana e : seylas 
Xxterna debido a qu a las molécu 
menores a 5 000 Da. que es permeable 


proteínas mitocondriales más abundantes. El funcionamiento de dos 
antiportadores juntos produce un flujo de entrada de un ADP* y un 
py un flujo de salida de un ATP* junto con un OH”. Cada OH- trans- 
portado hacia afuera se combina con un protón, translocado durante el 
transporte de electrones al espacio intermembrana, para formar HO. 
Esto dirige la reacción global en la dirección de exportación de ATP e 
importación de ADP y P,. 

Debido a que algunos de los protones translocados fuera de la mi- 
tocondria durante el transporte de electrones proporcionan la poten- 
cia (por combinación con la exportación de OH”) para el intercambio 
ATP-ADP, hay menos protones disponibles para la síntesis de ATP. Se 
estima que por cada cuatro protones translocados fuera, tres se utilizan 
para sintetizar una molécula de ATP y uno se utiliza para impulsar la 
exportación de ATP a partir de la mitocondria en intercambio por ADP 
y P.. Este gasto de energía a partir del gradiente de concentración de 
protones para exportar ATP desde de la mitocondria en intercambio 
por ADP y P,, asegura una alta relación de ATP respecto de ADP en el 
citosol, donde la hidrólisis del enlace fosfoanhídrido de alta energía del 
ATP se utiliza para impulsar muchas reacciones que requieren energía. 


Los estudios de lo que resultó ser la actividad antiportadora ATP/ 
ADP se registraron por primera vez hace alrededor de 2 000 años, 
cuando Dioscorides (- AD 40-90) describió una hierba venenosa a 


partir del cardo Atractylis gummifera, que se encontraba comúnmente 
en la región del Mediterráneo. El mismo agente se encontró en el tradi- 
cional remedio multipropósito Zulú a base de hierba impila (Callilepis 
laureola). En Zulú impila significa “salud”, aunque se ha asociado con 
numerosos envenenamientos. En 1962 se demostró que el agente activo 
en la hierba (el atractilósido) inhibe al antiportador ATP/ADP y a la 
fosforilación oxidativa del ADP extramitocondrial, pero no al ADP in- 
tramitocondrial. Esto demostró la importancia del antiportador ATP/ 
ADP y proporcionó una herramienta útil para estudiar el mecanismo 
por el cual funciona este transportador. 

Dioscorides vivió cerca de Tarsus, en aquel momento una provin- 
cia de Roma en el sudeste de Asia menor, en lo que actualmente es Tur- 
quía. Su De Materia Medica de cinco volúmenes “sobre la preparación, 
las propiedades y las pruebas de fármacos” describió las propiedades 
medicinales de alrededor de 1 000 productos naturales y 4 740 usos 
médicos. Durante aproximadamente 1 600 años fue la referencia básica 
en medicina del norte de Europa hasta el océano Índico, comparable 
al vademécum de especialidades farmacéuticas que se utiliza en Estados 
Unidos como una guía para el uso de fármacos. M 


La velocidad de oxidación mitocondrial normalmente 
depende de las concentraciones de ADP 


Si mitocondrias intactas aisladas son provistas con NADH (o una fuen- 
te de FADH, como succinato) más O, y P, pero no con ADP, la oxida- 
ción de NADH y la reducción de O, rápidamente cesan, debido a que la 
cantidad de ADP endógeno se agota por la formación de ATP. Si luego 
se añade ADP se restaura rápidamente la oxidación de NADH. Por lo 
tanto, las mitocondrias pueden oxidar FADH, y NADH solo en la me- 
dida en que exista una fuente de ADP y P, para generar ATP. Este fenó- 
meno, llamado control respiratorio, se produce debido a que la oxida- 
ción de NADH y succinato (FADH,) está obligatoriamente acoplada al 
transporte de protones a través de la membrana mitocondrial interna. 
Si la fuerza protón-motriz resultante no se disipa durante la síntesis de 


ATP a partir de ADP y P, (o durante otros procesos que requieren ener- 
gía), ambos gradientes de concentración de protones transmembrana 
y el potencial eléctrico de membrana se incrementan hasta concentra- 
ciones muy elevadas. En este punto, el bombeo de protones adicionales 
a través de la membrana interna requiere tanta energía que eventual- 
mente cesa, bloqueando la oxidación de NADH y otros sustratos. 


Las mitocondrias de la grasa parda utilizan 
la fuerza protón-motriz para generar calor 


El tejido de la grasa parda, cuyo color se debe a la presencia de abundan- 
tes mitocondrias, está especializado para la generación de calor. Por el 
contrario, el tejido de la grasa blanca está especializado para el almace- 
namiento de grasa y contiene relativamente pocas mitocondrias. 

La membrana interna de las mitocondrias de la grasa parda con- 
tiene termogenina, una proteína que funciona como un desacoplan- 
te natural de la fosforilación oxidativa y la generación de la fuerza 
protón-motriz. La termogenina, o UCP1, es una de las varias pro- 
teínas desacoplantes (UCP) que se encuentran en la mayoría de los 
eucariontes (pero no en las levaduras fermentativas). La termogenina 
disipa la fuerza protón-motriz al tornar a la membrana mitocon- 
drial interna permeable a los protones. Como consecuencia, la ener- 
gía liberada por la oxidación del NADH en la cadena de transporte 
de electrones y utilizada para crear un gradiente de protones no se 
usa luego para sintetizar ATP a través de la ATP sintasa. En efecto, 
cuando los protones retornan a la matriz a favor de sus gradientes de 
concentración a través de la termogenina, la energía se libera como 
calor. La termogenina es un transportador de protones, no un canal 
de protones y envía a los protones a través de la membrana a una 
velocidad que es un millón de veces más lenta que la de los canales 
de ¡ones típicos (véase la Fig. 11-2). La termogenina es similar en se- 
cuencia al transportador ATP/ADP mitocondrial, como muchas otras 
proteínas transportadoras mitocondriales que componen la familia 
de transportadores de ATP/ADP. Ciertos venenos que son moléculas 
pequeñas también funcionan como desacoplantes al tornar la mem- 
brana mitocondrial interna permeable a los protones. Un ejemplo es 
el químico soluble en lípidos 2,4-dinitrofenol (DNP), que se puede 
unir reversiblemente y liberar protones y transportarlos a través de la 
membrana desde el espacio intermembrana hasta la matriz. 

Las condiciones ambientales regulan la cantidad de termogenina 
en las mitocondrias de la grasa parda. Por ejemplo, durante la adapta- 
ción de las ratas al frío, la capacidad de sus tejidos para generar calor 
está aumentada por la inducción de la síntesis de termogenina. En los 
animales adaptados al frío, la termogenina puede constituir hasta el 
15% de la proteína total en la membrana mitocondrial interna. 

Durante muchos años se sabía que los animales y los lactantes hu- 
manos expresan cantidades significativas de grasa parda, pero hubo 
escasa evidencia de que cumplía un papel significativo en los seres 
humanos adultos. En el recién nacido humano, la termogénesis de las 
mitocondrias de la grasa parda es vital para la supervivencia, como lo 
es en los animales que hibernan. En los lobos marinos y otros animales 
aclimatados naturalmente al frío, las mitocondrias de las células mus- 
culares contienen termogenina; como resultado, mucha de la fuerza 
protón-motriz es utilizada para generar calor, manteniendo así la tem- 
peratura corporal. Recientemente investigadores utilizaron métodos 
sofisticados de imagen funcional (por ejemplo, tomografía emisión de 
positrones) para establecer definitivamente la presencia de grasa parda 
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en los humanos adultos en el cuello, clavícula y otros sitios, y los niveles 
a los cuales se incrementa significativamente con la exposición al frío. 


CONCEPTOS CLAVES de la Sección 12.4 


Aprovechamiento de la fuerza protón-motriz 
para sintetizar ATP 


* Peter Mitchell propuso la hipótesis quimiosmótica de que una fuer- 
za protón-motriz a través de la membrana mitocondrial interna es la 
fuente inmediata de energía para la síntesis de ATP. 


* Las bacterias, las mitocondrias y los cloroplastos utilizan el mismo 
mecanismo quimiosmótico y una ATP sintasa similar para generar ATP 
(véase la Fig. 12-24). 


* La ATP sintasa (el complejo F,F,) cataliza la síntesis de ATP a medida 
que los protones fluyen a través de la membrana mitocondrial interna 
(membrana plasmática en las bacterias), a favor de sus gradientes elec- 
troquímicos de protones. 


* F, contiene un anillo de 10-14 subunidades c que está rígidamente 
unido a la subunidad y con forma de varilla y a la subunidad € de F.. 
Juntos rotan durante la síntesis de ATP. Encima de la subunidad y se en- 
cuentra la perilla hexamérica de F, [(a:B),], que sobresale en la matriz 
mitocondrial (citosol en las bacterias). Las tres subunidades f son los 
sitios de síntesis de ATP (véase la Fig. 12-26). 


* El movimiento de protones a través de la membrana a través de dos 
hemicanales en la interfase de la subunidad a y el anillo c del F, impulsa 
la rotación del anillo c con sus subunidades e y y adheridos de F... 


* La rotación de la subunidad Y de F,, que está insertada en el centro 
del hexámero (AB), que no rota y funciona como un eje de rotación, 
lleva a cambios en la conformación de los sitios de unión a nucleó- 
tido en las tres subunidades f de F, (véase la Fig. 12-27). Mediante 
este mecanismo de unión-cambio las subunidades $ unen ADP y P, 
los condensan para formar ATP y luego liberan el ATP. Se sintetizan 
tres ATP por cada revolución hecha mediante el ensamblaje de las 
subunidades Cc, Y y €. 


* La fuerza protón-motriz también impulsa la captación de P, y ADP 
del citosol en intercambio por ATP y OH” mitocondrial, reduciendo 
así parte de la energía disponible para la síntesis de ATP. El antipor- 
tador ATP/ADP que participa en este intercambio es una de las pro- 
teínas más abundantes en la membrana mitocondrial interna (véase 
la Fig. 12-29). 


* La oxidación continuada de NADH y la reducción de O, son depen- 
dientes de que exista suficiente ADP disponible en la matriz. Este fenó- 
meno, llamado control respiratorio, es un mecanismo importante para 
la oxidación coordinada y la síntesis de ATP en la mitocondria. 


* En las grasas pardas, la membrana mitocondrial interna contiene la 
proteína desacoplante termogenina, un transportador de protones que 
disipa la fuerza protón-motriz como calor. Ciertos químicos también 
funcionan como desacopladores (p. ej., DNP) y tienen el mismo efecto, 
desacoplar la fosforilación oxidativa del transporte de electrones. 
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12.5 Fotosíntesis y pigmentos 
que absorben la luz 


Ahora nos centraremos en la fotosíntesis, el segundo Proc, 

principal para sintetizar ATP. En las plantas la fotosíntesis s, Pro. 
duce en los cloroplastos, orgánulos grandes que se encuentran ey, las 
células de las hojas. Durante la fotosíntesis, los cloroplastos captura, l 
energía solar, la convierten en energía química en la forma de ATP y 
NADPH y utilizan esta energía para sintetizar hidratos de carbono 
complejos sin dióxido y agua. Los hidratos de carbono principales pro. 
ducidos son polímeros de azúcares hexosa (seis carbonos): sacarosa, LA 
disacárido de glucosa-fructosa (véase la Fig. 2-19) y almidón de las 
hojas, una mezcla de dos tipos de polímeros de glucosa insoluble |). 
mados amilosa y amilopectina. El almidón es el hidrato de carbo», 
primario en las plantas (Fig. 12-30). El almidón de las hojas es sinteti. 
zado y almacenado en el cloroplasto. La sacarosa es sintetizada en, ¿] 
citosol de las hojas a partir de precursores de tres carbonos generados 
en el cloroplasto; es transportado a tejidos vegetales no fotosintético; 
(no verdes) (p. ej., raíces y semillas), que metabolizan la sacarosa para 
energía mediante las vías descritas en las secciones anteriores. La foto- 
síntesis de las plantas, así como en las algas eucariontes unicelulares (p. 
ej., las cianobacterias y los proclorofitos), genera oxígeno. La reacción 
global de la fotosíntesis generadora de oxígeno 


6C0,+6H,0> 60, +CH,O, 


es la reacción inversa a la reacción global por la cual los hidratos de 
carbono son oxidados a CO, y H,O. En efecto, la fotosíntesis en los 
cloroplastos produce azúcares ricos en energía que son degradados y 
almacenados para energía en las mitocondrias utilizando fosforilación 
oxidativa. 

Aunque las bacterias verdes y púrpuras también realizan fotosín- 
tesis, ellas utilizan un proceso que no genera oxígeno. Como se analiza 
en la Sección 12.6, el análisis detallado del sistema fotosintético en es- 
tas bacterias ha contribuido a elucidar las primeras etapas en el proce- 
so más complejo de fotosíntesis que genera oxígeno. En esta sección, 
se proporciona un panorama general de las etapas en la fotosíntesis 
generadora de oxígeno y se introducen los principales componentes 


moleculares, incluyendo a las clorofilas, los principales pigmentos que 
absorben luz. M 
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FIGURA 12-30 Estructura de almidón. oye 
disacárido de sacarosa (véase la Fig. 2-19) 
de la fotosíntesis. Ambos están constituid 


(hexosas). 


Este polímero grande de gluco a 
son los productos finales principá 
os por azúcares de seis carbonos 


Las membranas tilacoides en los cloroplastos 
son los sitios de fotosíntesis en las plantas 


Los cloroplastos son lenticulares con un diámetro aproximado de 5 um 
y con un ancho aproximado de 2,5 im. Contienen alrededor de 3 000 
proteínas diferentes, el 95% de las cuales están codificadas en el núcleo, 
son sintetizadas en el citosol e importadas dentro del orgánulo y luego 
transportadas hasta su membrana o espacio adecuado (Cap. 13). Están 
unidas por dos membranas que no contienen clorofila y no participan 
directamente en la generación de ATP y NADPH conducido por la luz 
(Fig. 12-31). Al igual que en las mitocondrias, la membrana externa de 
los cloroplastos contiene porinas y por lo tanto es permeable a meta- 
bolitos de peso molecular pequeño. La membrana interna forma una 
barrera permeable que contiene proteínas de transporte para la regula- 
ción del movimiento de metabolitos dentro y fuera del orgánulo. 

A diferencia de las mitocondrias, los cloroplastos contienen una 
tercera membrana (la membrana tilacoide) sobre la cual se produce 
la generación de ATP conducida por ATP y NADPH. Se cree que la 
membrana tilacoide de los cloroplastos constituye una lámina única 
que forma numerosas estructuras aplanadas interconectadas, los ti- 
lacoides, que comúnmente están dispuestos en pilas llamadas grana 
(Fig. 12-31). Los espacios dentro de todos los tilacoides constituyen un 
compartimiento continuo único, el lumen del tilacoide. La membrana 
tilacoide contiene una cantidad de proteínas integrales de membrana 
a las cuales están unidos diversos grupos prostéticos y pigmentos que 
absorben la luz, el más importante la clorofila. La síntesis del almidón 
y el almacenamiento se producen en el estroma, la fase soluble entre la 
membrana tilacoide y la membrana interna. En las bacterias fotosin- 
téticas las extensas invaginaciones de la membrana plasmática forman 
un conjunto de membranas internas, también llamadas membranas 
tilacoides, donde se produce la fotosíntesis. 


Tres de las cuatro etapas en la fotosíntesis 
se producen solo durante la iluminación 


Los procesos fotosintéticos en las plantas se pueden dividir en cua- 
tro etapas (Fig. 12-32), cada una localizada en una zona definida del 
cloroplasto: (1) absorción de luz, generación de electrones de alta 
energía y formación de O, a partir de H,O; (2) transporte de electro- 
nes que llevan a la reducción de NADP* hasta NADPH y generación 
de una fuerza protón-motriz; (3) síntesis de ATP; y (4) conversión 
de CO, en hidratos de carbono, comúnmente denominada como fi- 
jación del carbono. Las cuatro etapas de la fotosíntesis están estre- 
chamente acopladas y controladas de manera tal que se produce la 
cantidad de hidratos de carbono necesarios para la planta. Todas las 
reacciones en las etapas 1-3 están catalizadas por complejos multi- 
proteína en la membrana tilacoide. La generación de una pmf y el uso 
de la pmf para sintetizar ATP se asemeja a las etapas III y IV de la fos- 
forilación oxidativa mitocondrial. Las enzimas que incorporan CO, 
en los intermediarios químicos y luego lo convierten en almidón son 
constituyentes solubles del estroma de los cloroplastos; las enzimas 
que forman la sacarosa a partir de los intermediarios de tres carbonos 
se encuentran en el citosol. 


Etapa 1: absorción de energía lumínica, generación de electrones 
de alta energía y formación de O, El paso inicial en la fotosíntesis es 
la absorción de luz por parte de las clorofilas adheridas a las proteínas 
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FIGURA 12-31 Estructura celular de una hoja y cloroplasto. Al igual que 
las mitocondrias, los cloroplastos vegetales están delimitados por una doble 
membrana separada por un espacio intermembrana. La fotosíntesis se produce 
sobre una tercera membrana, la membrana tilacoide, que está rodeada por la 
membrana interna y forma una serie de vesículas aplanadas (tilacoides) que 
encierran un espacio luminal interconectado. El color verde de las plantas 

se debe al color verde de la clorofila, todas las cuales están localizadas en la 
membrana tilacoide. Una grana es una pila de tilacoides adyacentes. El estroma 
es el espacio contenido por la membrana interna y rodeada de tilacoides. 
(Microfotografías cortesía de Katherine Esau, University of California, Davis). 
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FIGURA 12-32 Panorama general de las cuatro etapas de la 
fotosíntesis. En la etapa 1, la luz absorbida por los complejos captadores de 
luz (LHC) y el centro de reacción del fotosistema ll (PSII). Los LHC transheren 

la energía absorbida a los centros de reacción (que la utilizan) o la energía 
absorbida directamente de un fotón, para oxidar agua a oxígeno molecular 

y generar electrones de alta energía (las trayectorias de los electrones se 
muestran mediante flechas azules). En la etapa 2, estos electrones se mueven 
hacia abajo en la cadena de transporte de electrones, que utiliza cualquier 
transportador de electrones soluble en lípido (Q/QH,) o soluble en agua 
(plastocianina, PC) para enviar los electrones entre los múltiples complejos 
proteicos. A medida que los electrones se mueven descendiendo por la 
cadena, liberan energía que los complejos utilizan para generar una fuerza 


en las membranas tilacoides. Al igual que el componente hemo de los 
citocromos, las clorofilas consisten en anillos de porfirina adheridos a 
una cadena lateral hidrocarbonada larga (Fig. 12-33). Al contrario de 
los hemos (véase la Fig. 12-14), las cdlorofilas contienen un ion Mg” 
central (en lugar de Fe”) y tienen un anillo de cinco miembros adicio- 
nal. La energía de la luz absorbida se utiliza en última instancia para 


FIGURA 12-33 Estructura general de la clorofila a, el principal 
pigmento que atrapa la energía luminosa. Los electrones se deslocalizan 
entre tres moléculas de clorofila a de cuatro anillos centrales (amarillo) y los 
átomos que los interconectan. En la clorofila, el ion Mg?* (en lugar del ion 
Fe?” que se encuentra en el hemo) se sitúa en el centro del anillo porfirina y 
está presente un anillo adicional de cinco miembros (azul); por lo demás, la 
estructura de la clorofila es similar a la del hemo, encontrada en las moléculas 
tales como hemoglobina y citocromos (véase la Fig. 12-14a). La “cola” de 
hidrocarbono htol facilita la unión de la clorofila a regiones hidrófobas de las 
proteinas de unión a clorofila. El grupo CH, (verde) es reemplazado por un 
orupo formaldehido en la clorofila b. 
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protón-motriz y después la energía es introducida por absorción de luz en 

el fotosistema | (PSI), a fin de sintetizar el transportador de electrones de alta 
energía NADPH. En la etapa 3, el flujo de protones a favor de sus gradientes 
de concentración y el gradiente de voltaje a través de la ATP sintasa F,F, llevan 
a la síntesis de ATP. Las etapas 1-3 en las plantas ocurren en la membrana 
tilacoide del cloroplasto. En la etapa 4, en el estroma del cloroplasto, la energía 
almacenada en forma de NADPH y ATP es usada para convertir inicialmente 
el CO, en moléculas de tres carbonos (gliceraldheído 3-fosfato), un proceso 
conocido como fijación del carbono. Estas moléculas luego son transportadas 
al citosol de la célula para la conversión a azúcares hexosas en la forma de 
sacarosa. El gliceraldheído 3-fosfato también es empleado para sintetizar 
almidón dentro del cloroplasto. 


Clorofila a 


10] C H 
Fitol ( pos 1 sy 


| 
CH,—CH=C—CH,—(CH,—CH¿—CH—CHah 


ar los electrones desde el donante (agua en el caso de las plantas 


jimin ñ 
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verdes) 


2H,O 2,0,+4H*+40 


Los electrones son transferidos a un aceptor electrónico primario, una 

pinona designada Q que es similar a la CoQ en las mitocondrias. En 
las plantas la oxidación del agua tiene lugar en un complejo multipro- 
teico llamado fotosistema II (PSID. 


Etapa 2: transporte de electrones y generación de una fuerza 
protón-motriz Los electrones se mueven desde el aceptor primario 
de electrones quinona a través de una serie de transportadores de 
electrones hasta que llegan al aceptor de electrones finales, general- 
mente la forma oxidada de la nicotinamida adenina dinucleótido 
fosfato (NADP*), reduciéndola a NADPH. La estructura del NADP* 
es idéntica al NAD* excepto por la presencia de un grupo fosfato 
adicional. Ambas moléculas ganan y pierden electrones de la misma 
manera (véase la Fig. 2-33). En las plantas la reducción del NADP* 
ocurre en un complejo llamado fotosistema I (PSI). El transporte de 
electroprotones desde el estroma al lumen tilacoide forma un gra- 
diente de pH a través de la membrana (Ponen < PH toma)» ESte pro- 
ceso es análogo a la generación de una fuerza protón-motriz a través 
de la membrana mitocondrial interna y en las membranas bacteria- 
nas durante el transporte de electrones (véase la Fig. 12-23). 

Por lo tanto, la reacción global de las etapas 1 y 2 se puede resumir 
como 


2H,0+2NADP* 5 2 H'+2.NADP +0, 


Etapa 3: síntesis de ATP Los protones se mueven a favor de sus gra- 
dientes de concentración desde el lumen de los tilacoides hasta el estro- 
ma a través del complejo F,F, (ATP sintasa), que acopla el movimiento 
de protones a la síntesis de ATP a partir de ADP y P,. La ATP sintasa de 
los cloroplastos funciona de manera similar a la sintasa de las mitocon- 
drias y las bacterias (véanse las Figs. 12-26 y 12-27). 


Etapa 4: fijación del carbono El NADPH y el ATP generados en las 
etapas 2 y 3 de la fotosíntesis proporcionan la energía y los electrones 
que conducen la síntesis de polímeros de azúcares de seis carbonos a 
partir de CO, y H,O. La ecuación química global se escribe como 


6CO,+ 18 ATP= + 12 NADPH + 12 H,O > 
CHO, + 18 ADP* + 18 P,> + 12 NADP* +6 H 


Las reacciones que generan ATP y NADPH usadas en la fijación del 
“rbono dependen directamente de la energía lumínica; así, las eiepas 
1-3 se denominan reacciones lumínicas de la fotosíntesis. Las reaccio- 
%s en la etapa 4 dependen indirectamente de la luz y a veces S€ las 
denomina reacciones oscuras de la fotosíntesis debido a que pueden 
ha en la oscuridad, usando el suministro de ATP y pre 
e 0 por la energía luminosa. Sin embargo, las reacciones 

Pa 4 no están confinadas a la oscuridad; de hecho, se producen 
Principalmente durante la iluminación. 


e 


Cada fotón de luz tiene una cantidad 
definida de energía 


La mecánica cuántica establece que la luz, una forma de radiación 
electromagnética, tiene propiedades tanto de onda como de partí- 
culas. Cuando la luz interactúa con la materia, se comporta como 
paquetes discretos de energía (cuantos) llamados fotones. La energía 
de un fotón, €, es proporcional a la frecuencia de la onda de luz: € = 
Hry, donde h es la constante de Planck (1,58 x 107* cal * s, o 6,63 x 107" 
J *s) y y es la frecuencia de la onda de luz. En biología es costumbre 
referirse a la longitud de onda de la onda de luz, A, en lugar de a su 
frecuencia, y. Las dos se relacionan mediante la ecuación simple y=cC, 
A, donde ces la velocidad de la luz (3 x 10'* cm/s en un vacío). Nótese 
que los fotones de longitud de onda más corta tienen energías más 
altas. También, la energía en 1 mol de fotones se puede expresar como 
E= Ne, donde N es el número de Avogadro (6,02 x 10?” moléculas o 
fotones/mol). Así 


Nhc 
A 


E=Nhy= 
La energía de la luz es considerable, como se puede calcular para la luz 
con una longitud de onda de 550 nm (550 x 10” cm), típica de la luz 
solar: 


_ (6,02 x 10? fotones/mol) (1,58 x 10% cal:s) (3 x 10" cm/s) 


a 550 x 10” cm 


= 51,881 cal/mol 


o alrededor de 52 kcal/mol. Esto sería suficiente energía para sintetizar 
varios moles de ATP a partir de ADP y P, si toda la energía fuera utili- 
zada para este propósito. 


Cada fotón de luz tiene una cantidad definida 
de energía 


La absorción de energía luminosa y su conversión en energía quími- 
ca se produce en complejos multiproteicos llamados fotosistemas. 
Hallados en todos los organismos fotosintéticos, tanto eucariontes 
como procariontes, los fotosistemas constan de dos componentes es- 
trechamente conectados: un centro de reacción, donde se producen los 
acontecimientos principales de la fotosíntesis (generación de electro- 
nes de alta energía); y un complejo antena que consiste en numerosos 
complejos proteicos, incluyendo las proteínas antena internas den- 
tro del propio fotosistema y los complejos antena externos llamados 
complejos de captación de luz (LHC), constituidos de proteínas espe- 
cializadas que capturan la energía luminosa y la transmiten al centro 
de reacción (véase la Fig. 12-32). 

Tanto los centros de reacción como las antenas contienen mo- 
léculas de pigmento fuertemente unidas que absorben la luz. La 
clorofila a es el principal pigmento involucrado en la fotosíntesis y 
está presente tanto en los centros de reacción como en las antenas. 
Además de la clorofila a, las antenas contienen otros pigmentos que 
absorben luz: la clorofila b en las plantas vasculares y los carotenoides 
en plantas y bacterias fotosintéticas. Los carotenoides consisten en 
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FIGURA EXPERIMENTAL 12-34 La velocidad de la fotosíntesis es mayor 
a las longitudes de onda de la luz absorbida por los tres pigmentos. 

El espectro de acción de la fotosíntesis en las plantas (la capacidad de la 

luz de diferentes longitudes de onda para llevar a cabo la fotosíntesis) se 
muestra en negro. La energía de la luz se puede convertir en ATP solo si puede 
ser absorbida por pigmentos en el cloroplasto. El espectro de absorción 
(mostrando cuán bien es absorbida la luz de diferentes longitudes de onda) 
de tres pigmentos presentes en las antenas de los fotosistemas, se muestran 
en color. La comparación del espectro de acción con el espectro de absorción 
individual sugiere que la fotosíntesis a 680 nm se debe principalmente a la luz 
absorbida por la clorofila a; a 650 nm, a la luz absorbida por la clorofila b; y a 
longitudes de onda más cortas, a la luz absorbida por las clorofilas a y b y por 
los pigmentos carotenoides, incluyendo el fB-caroteno. 


cadenas hidrocarbonadas largas y ramificadas que alternan enlaces 
simples y dobles; son similares en estructura al pigmento visual reti- 
niano, que absorbe la luz en el ojo. La presencia de varios pigmentos 
antena, que absorben la luz a longitudes de onda diferentes, extiende 
en gran medida el rango de luz que puede absorberse y usarse para 
la fotosíntesis. 

Una de las evidencias más importantes para la participación de 
las clorofilas y los carotenoides en la fotosíntesis es que el espectro 
de absorción de estos pigmentos es similar al espectro de absorción 
de la fotosíntesis (Fig. 12-34). Este último es una medida de la capa- 
cidad relativa de la luz de diferentes longitudes de onda de sustentar 
la fotosíntesis. 

Cuando la clorofila a (o cualquiera otra molécula) absorbe la luz 
visible, la energía lumínica absorbida eleva los electrones en la cloro- 
fila a hasta un estado de mayor energía (excitado). Este estado difiere 
del estado basal (no excitado) en gran parte en la distribución de los 
a de aj 
its mea y los electrones retornan al esta- 

: s procesos competentes. Para las 

moléculas de clorofila a disueltas en solventes orgáni 
las principales reacciones que disipan 1 ña piero 
Pl es SES del estado excitado 
y fosforescencia) y la emisión 
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de reacción energiza 
una separación de carga 
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diante una de las dos moléculas de clorofila a del Lo especial” ey y] 
centro de reacción incrementa la energía de la molécula en 42 kc,)y 
mol (el primer estado excitado). Tal molécula de clorofila a, energiza. 
da en un centro de reacción de una planta, dona rápidamente un elec. 
trón a un aceptor intermediario y el electrón es pasado rápidamente 
a otro aceptor primario, la quinona Q, cerca de la super ficie estromal 
de la membrana tilacoide (Fig. 12-35). Esta transferencia electrónica 
conducida por luz, llamada transporte fotoelectrónico, depende de] 
ambiente único tanto de las clorofilas como del aceptor dentro del 
centro de reacción. El transporte fotoelectrónico, que se produce casi 
siempre que un fotón es absorbido, deja una carga positiva sobre la 
clorofila a cercana a la superficie luminal de la membrana tilacoide 
(lado opuesto al estroma) y genera Un aceptor reducido cargado ne- 
gativamente, (Q”) cerca de la superficie estromal. 

La Q7 producida por el transporte fotoelectrónico es un agente re- 
ductor poderoso con una tendencia fuerte a transferir un electrón a 
otra molécula y finalmente al NADP”. La clorofila a* cargada positiva- 
mente, un agente oxidante fuerte, atrae un electrón desde un donante 
de electrones sobre la superficie luminal para regenerar la clorofila a 
original. En las plantas, el poder oxidante de cuatro moléculas de cloro- 
fila a se utiliza, mediante intermediarios, para eliminar cuatro electro- 
nes de 2 moléculas de H,O unidas a un sitio sobre la superficie luminal 
para formar O,;: 


La absorción de un fotón d 


2 H,O + 4 clorofila a? > 4 H* + O,+4 clorofila a 


Estos reductores y oxidantes biológicos potentes proporcionan la ener- 
gía necesaria para conducir todas las reacciones subsiguientes de foto- 
síntesis: el transporte de electrones (etapa 2), la síntesis de ATP (etapa 
3) y la fijación de CO, (etapa 4). 

La clorofila a también absorbe luz a longitudes de onda discretas 
más cortas que 680 nm (véase la Fig. 12-34). Tal absorción eleva 4 
la molécula a uno de los varios estados excitados, cuya energía $ 
más elevada que la del primer estado excitado recién descrito y Cuyo 
decaimiento mediante liberación de energía está dentro de los 2 * 
107 segundos (2 picosegundos, ps) hasta el primer estado de mé: 
nor energía con pérdida de energía extra como calor. Debido 4 qué 
el transporte fotoelectrónico y la separación de cargas resultante $ 
produce solo desde el primer estado excitado de la clorofila 4 del 
centro de reacción, el rendimiento cuántico (la cantidad de foto” 
síntesis por fotón absorbido) es el mismo para todas las longitudes 
de onda de la luz visible más cortas (y por lo tanto de energía MS 
elevada) que 680 nm. Cuán de cerca la longitud de onda de A se 
coincide con el espectro de absorción de los pigmentos determinó 
qué tan probable es que el fotón absorba luz. Una vez absorbido, 
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gA12:3 5 Transporte de fotoelectrones, el acontecimiento 
FIGU ¡o en la fotosíntesis. Después de la absorción de un fotón de 
prima delas moléculas de clorofila a del par especial excitado en el 
luz. e reacción (izquierda) dona a través de diversos intermediarios 
entro strados) UN electrón a la molécula aceptadora unida laxamente 
n0 ES Q, sobre la superficie estromal de la membrana tilacoide, | 
| yen una separación de cargas a través de la membrana (derecha). 
peo guiente transferencia de este electrón libera energía que es 
q da para generar ATP y NADPH (Figs. 12-38 y 12-39). La clorofila a* 
argada positivamente, generada cuando el electrón excitado por la luz 
' mueve hasta Q es eventualmente neutralizada por la transferencia 
gelad orofila a* de otro electrón. En las plantas, la oxidación de agua 
hasta OXÍgeno molecular proporciona este electrón neutralizante y 
acute en UN complejo multiproteico llamado fotosistema ll (Fig. 12-39). 
el complejo fotosisterna | utiliza una vía de transporte fotoelectrónico 
similar, pero en lugar de oxidar agua recibe un electrón desde un 
transportador proteico llamado plastocianina para neutralizar la carga 
positiva de la clorofila a* (Fig. 12-39). 
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la longitud de onda exacta del fotón no es crucial, siempre que al 
menos sea lo suficientemente energética para impulsar la clorofila 
al primer estado excitado. 


Los complejos de captación de la luz 
y los complejos antenas internos incrementan 
la eficiencia de la fotosíntesis 


Aunque las moléculas de clorofila a dentro de un centro de reac- 
ción están involucradas directamente con la separación de cargas y 
la transferencia de electrones, son capaces de absorber la luz direc- 
tamente e iniciar la fotosíntesis, ellas en su mayoría son energizadas 
indirectamente mediante transferencia de energía a partir de otros 
pigmentos que absorben luz y que transfieren energía. Estos otros 
pigmentos, que incluyen muchas otras moléculas de clorofila, están 
involucrados con la absorción de fotones y con el paso de energía a 
las moléculas de clorofila a en el centro de reacción. Algunos están 
unidos a subunidades proteicas que se consideran son componen- 
tes intrínsecos del fotosistema y por lo tanto se denominan antenas 
internas; otros están ligados a complejos proteicos que los unen 
pero son distintos a ellos, las proteínas del centro del fotosistema 
y se denominan complejos de captación de luz (LHC). Incluso a la 
Máxima intensidad de luz encontrada en los organismos fotosin- 
¡éticos (luz solar tropical de mediodía), cada molécula de clorofila 
a del centro de reacción absorbe solo alrededor de un fotón por 
“Eundo, que no es suficiente para sustentar suficiente fotosíntesis 
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Los fotones pueden ser absorbidos por cualquiera de las molé- 
culas en las antenas internas o los LHC. Luego la energía es rápida- 
mente absorbida (en < 10”? segundos) por una de las dos moléculas 
de clorofila a del “par especial” en el centro de reacción asociado, 
donde promueve la separación de carga fotosintética primaria (Fig. 
12-35). Las proteínas centrales del fotosistema y las proteínas LHC 
mantienen las moléculas de pigmento en la orientación precisa y la 
posición óptima para la absorción de luz y la transferencia de ener- 
gía, maximizando así una transferencia por resonancia muy rápida y 
eficaz de la energía, desde los pigmentos antena hasta las clorofilas 
del centro de reacción. La transferencia de energía por resonancia 
no involucra la transferencia de un electrón. Los estudios en uno de 
los dos fotosistemas en las cianobacterias, que son similares a los de 
las plantas multicelulares que contienen semillas, sugieren que la 
energía proveniente de la luz absorbida es canalizada primero a una 
clorofila “puente” en cada LHC y luego al par especial de las cloro- 
filas del centro de reacción (Fig. 12-364). Sin embargo, sorprenden- 
temente, las estructuras moleculares de los LHC de las plantas y las 
cianobacterias son completamente diferentes de las en las bacterias 
verdes y púrpuras, incluso si ambos tipos contienen carotenoides y 
clorofilas en una disposición agrupada dentro de la membrana. La 
Figura 12-36b muestra la distribución de los pigmentos de clorofila 
en el fotosistema 1 de Pisum sativum (guisantes) junto con aquellos 
de las antenas de los LHC periféricos. La gran cantidad de clorofilas 
antenas LHC e internas alrededor del centro de reacción permite la 
transferencia eficaz de la energía lumínica absorbida a las clorofilas 
especiales en el centro de reacción. 

Aunque las clorofilas antena de los LHC pueden transferir energía 
lumínica absorbida a partir de un fotón, ellas no pueden liberar un 
electrón. Como ya vimos, esta función reside en las dos clorofilas del 
centro de reacción. Para comprender sus capacidades de liberación de 
electrones, en la siguiente sección analizamos la estructura y función 
del centro de reacción en los fotosistemas bacterianos y vegetales. 
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FIGURA 12-36 Complejos de captación de luz y fotosistemas 

en cianobacterias y plantas. (a) Diagrama de la membrana de una 
cianobacteria, en la cual los complejos multiproteicos de captación de 

luz (LHC) contienen 90 moléculas de clorofila (verde) y otras 31 moléculas 
pequeñas, todas manteniendo una disposición geométrica específica para la 
absorción óptima de la luz y la transferencia de energía. De las seis moléculas 
de clorofila en el centro de reacción, dos constituyen las clorofilas del par 
especial (óvalos, verde oscuro) que pueden iniciar el transporte fotoeléctrico 
cuando son excitadas (flechas azules). La transferencia de energía por 
resonancia (flechas rojas) rápidamente se canaliza desde la luz absorbida hasta 


CONCEPTOS CLAVES de la Sección 12.5 


Fotosíntesis y pigmentos que absorben la luz 


* Los principales productos finales de la fotosíntesis en las plantas son 
el oxígeno molecular y los polímeros de azúcares de seis carbonos (al- 
midón y sacarosa). 


* Las reacciones de las fotosíntesis que generan ATP y capturan luz 
se producen en la membrana tilacoide dentro de los cloroplastos. La 
membrana externa permeable y la interna que rodea los cloroplastos 
no participan directamente en la fotosíntesis (véase la Fig. 12-31). 


* Existen cuatro etapas en la fotosíntesis: (1) la absorción de la luz, la 
generación de electrones de alta energía y la formación de O, a partir 
de H,O; (2) el transporte de electrones lleva a la reducción de NADP* 
a NADPH y a la generación de una fuerza protón-motriz; (3) síntesis 


de ATP; y (4) conversión de CO, a hidratos de carbono (fijación del 
carbono). 


* En la etapa 1 de la fotosíntesis, la energía lumínica es absorbida por 


una de las dos moléculas de clorofila a del “par especial” unidas a las 
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una de las dos clorofilas “puente” (cuadrados, verde oscuro) y desde allí hasta 
las clorofilas en el centro de reacción. (b) La organización tridimensional del 
fotosistema | (PSI) y los LHC de Pisum sativum (guisante), tal como se determina 
a través de cristalografía de rayos x y vista desde el plano de la membrana. 
Solo se muestran las clorofilas junto con los transportadores electrónicos del 
centro de reacción. (c) Vista expandida del centro de reacción de (b), rotada 
90 alrededor de un eje vertical. (Parte [a] adaptada de W. Kúhlbranat, 2001, Nature 411:8% y 
P. Jordan y cols. 2001, Nature 411:909. Parte [b] y [c] sobre la base de la determinación estructural por A 
Ben-Sham y cols, 2003, Nature 426:630). 


proteínas del centro de reacción en la membrana tilacoide. Las clorofi- 
las energizadas donan, a través de los intermediarios, un electrón a una 
quinona en el lado opuesto de la membrana, creando una separación 
de cargas (véase la Fig. 12-35). En las plantas verdes, las clorofilas car- 
gadas positivamente luego eliminan los electrones a partir del agua, 
formando oxígeno molecular (0,). 


* En la etapa 2, los electrones son transportados a partir de la quinona 
reducida a través de transportadores en la membrana tilacoide hasta 
que alcanzan el aceptor final de electrones, en general el NADP”, redu- 
ciéndolo a NADPH. El transporte de electrones está acoplado al mo- 
vimiento de los protones a través de la membrana a partir del estromá 
hasta el lumen tilacoide, formando un gradiente de pH (fuerza protón” 
motriz) a través de la membrana tilacoide. 


* En la etapa 3, el movimiento de protones en favor de sus gradiente 
electroquímicos a través de los complejos F,F, (ATP sintasa) impulsa la 
síntesis de ATP a partir de ADP y P.. 


* En la etapa 4, el NADPH y el ATP generados en la etapa 2 y 3 propo” 
cionan la energía y los electrones para llevar a cabo la fijación de CO» 


e DUE ] 
qu ya Pen resultado la síntesis de hidratos de carbono. Estas reaccio- 
nes tienen lugar en el estroma de tilacoides y en el citosol. 


* En asociación con cada centro de reacción se encuentran múltiples 
antenas internas y complejos de captación de la luz (LHC), que con- 
tienen Elorohlas a y b, carotenoides y otros pigmentos que absorben la 
luz a múltiples longitudes de onda. La energía, pero no un electrón, es 
transferida desde las moléculas internas y las moléculas de dexillad: 
los LHC hasta las clorofilas del centro de reacción mediante transferen- 
cia de energía por resonancia (véase la Fig. 12-36). 


12.6 Análisis molecular de los fotosistemas 


Como se mencionó en las secciones previas, la fotosíntesis en las bacte- 
rias verdes y púrpuras no genera oxígeno, mientras que la fotosíntesis 
en las cianobacterias, las algas y las plantas sí lo hace.* Esta diferencia se 
atribuye a la presencia de dos tipos de fotosistemas (PS) en los últimos 
organismos: PSI reduce el NADP* a NADPH y el PSI forma O, a partir 
de H,O. Por el contrario, las bacterias verdes y púrpuras solo tienen un 
tipo de fotosistema, el cual no puede formar O,. Primero veremos el fo- 
tosistema más simple de las bacterias púrpuras y luego consideraremos 
la maquinaria fotosintética más complicada en los cloroplastos. 


El único fotosistema de las bacterias púrpuras 
genera una fuerza protón-motriz pero no O, 


Se han determinado las estructuras tridimensionales de los centros de 
reacción fotosintéticos, lo que le permite a los científicos trazar en deta- 
lles las vías de los electrones durante y después de la absorción de luz. El 
centro de reacción de las bacterias púrpuras contiene tres subunidades 
proteicas (l, M y H) localizadas en la membrana plasmática (Figs. 12- 
37). Unidas a estas proteínas se encuentran los grupos prostéticos que 
absorben la luz y transportan los electrones durante la fotosíntesis. Los 
grupos prostéticos incluyen al “par especial” de moléculas de bacterio- 
clorofila a equivalente a las moléculas de clorofila a del centro de reac- 
ción en las plantas, así Como varios Otros pigmentos y dos quinonas, 
llamadas Q, y Q,, que son estructuralmente similares a las ubiquinonas 


mitocondriales. 


Separación inicial de carga El mecanismo de separación de carga en 


el fotosistema de las bacterias púrpuras es idéntico al de las plantas 
es decir, la energía absorbida de la luz se utiliza 


de una molécula de bacterioclorofila a del 
centro de reacción y transferirlo, a través de varios pigmentos diferen- 
tes, a un aceptor electrónico primario Q, que está unido de manera 
laxa al lado citosólico de la membrana. La clorofila por lo tanto adquie- 


descrito anteriormente; 
para despojar un electrón 


mo utilizado para capturar la energía de la luz, que se 


produce solo en ciertas archaebacterias, no s€ analiza aquí debido a que es muy ES 
de los mecanismos del centro de reacción que s€ describen. En este otro mecanismo, la 
proteina de membrana plasmática que absorbe un fotón de luz, llamado bacteriorodop- 
sina, también impulsa un proión desde el citoso 


fotón de luz absorbido. 


* Un tipo muy diferente de mecanis 
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FIGURA 12-37 Estructura tridimensional del centro de reacción 
fotosintético de la bacteria púrpura Rhodobacter spheroides. (Arriba) 

Las subunidades L (amarillo) y M (gris), cada una de las cuales está formada 
por cinco hélices al transmembranas y tienen una estructura global muy 
similar: la subunidad H (celeste) está anclada a la membrana por una única 
hélice ar transmembrana. Una cuarta subunidad (no mostrada) es una proteína 
periférica que se une a los segmentos exoplasmáticos de las otras subunidades. 
(Abajo) Dentro de cada centro de reacción, aunque no es fácilmente 
distinguible en la imagen de arriba, está un par especial de una molécula de 
bacterioclorofila a (verde), capaz de iniciar el transporte fotoelectrónico; dos 
dlorofilas accesorias (púrpura); dos feofitinas (azul oscuro) y dos quinonas, 

Q, y Q, (anaranjado). Q, es el aceptador de electrones primarios durante la 
fotosíntesis. (De M.H. Stowell y cols, 1997, Science 276:812). 


re una carga positiva y Q, adquiere una carga negativa. Para determinar 
la vía transversa por electrones a través del centro de reacción bacteria- 
no, los investigadores tomaron ventajas del hecho de que los pigmentos 
absorben luz de solo ciertas longitudes de onda y su espectro de absor- 
ción cambia cuando el mismo posee un electrón extra. Debido a que 
estos movimientos de electrones se completan en menos de 1 milise- 
gundo (ms), se necesita una técnica especial denominada espectroscopia 
de absorción de picosegundo para monitorear los cambios en el espectro 
de absorción de los diversos pigmentos como una función del tiempo 
después de la absorción de un fotón de luz. 

Cuando una preparación de vesículas de membrana bacteriana es 
expuesta a un pulso intenso de luz láser que dura menos de 1 ps, cada 
centro de reacción absorbe un fotón (Fig. 12-38). La luz absorbida 
por las moléculas de clorofila a en cada centro de reacción las con- 
vierte al estado excitado y los subsiguientes procesos de transferencia 
de electrones están sincronizados en todos los centros de reacción 
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FIGURA 12-38 Flujo electrónico en el único fotosistema de las bacterias 
púrpuras. El flujo electrónico genera una fuerza protón-motriz, pero no 

O, Las flechas azules indican el flujo de electrones; las flechas rojas indican 

el movimiento de protones. (Izquierda) La energía absorbida directamente 

a partir de la luz o canalizada desde un LHC asociado (no mostrado aquí), 
energiza una clorofila del par especial en el centro de reacción. El transporte 
de fotoelectrones a partir de la clorofila energizada a través de una clorofila 
accesoria, la feofitina (Ph), y la quinona A (Q,) hasta la quinona B (Q,), forman la 
semiquinona Q*- y dejan una carga positiva sobre la clorofila. A continuación 
de la absorción de un segundo fotón y la transferencia de un segundo electrón 
a la semiquinona, la quinona rápidamente recolecta dos protones a partir 


en la muestra experimental. Dentro de los 4 x 10”? segundos (4 ps), 
un electrón se mueve a través de las clorofilas bacterianas accesorias 
(véase la Fig. 12-37, abajo) como un intermediario de las moléculas 
feofitina (Ph), dejando una carga positiva en la clorofila a. Este estado 
existe durante alrededor de 200 ps antes de que el electrón se mueva 
hacia la Q, y luego, en el paso más lento, se requiere -200 ms para 
que se mueva hasta la Q,. Esta vía de flujo de electrones se esquema- 
tiza en la parte izquierda de la Figura 12-38. Los últimos pasos son 
más lentos que los movimientos de electrones rápidos debido inhe- 
rentemente a que involucran cambios conformacionales de proteínas 


relativamente lentos. 


El flujo de electrones y el movimiento de protones acoplado 
subsiguiente Después de que el aceptor primario de electrones 
(Q;) en el centro de reacción bacteriano acepta un electrón, for- 
mando Q,”, acepta un segundo electrón de la misma clorofila del 
centro de reacción tras su reexcitación (es decir, después de la ab- 
sorción de un segundo fotón o de la transferencia de energía de 
las moléculas antenas). La quinona luego une dos fotones desde el 
citosol, formando la quinona reducida (QH,), que es liberada del 
centro de reacción (Fig. 12-38). QH, se difunde dentro de la mem- 
brana bacteriana hasta el sitio Q, en el lado citoplasmático de un 
complejo de transporte de electrones de citocromo bc,, similar en 
estructura al complejo 111 en las mitocondrias. Existe Piecplón de 
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del citosol para formar QH, (Centro) Después de la difusión a través de la 
membrana y la unión a los sitios Q, sobre el lado exoplasmático del comple;: 
citocromo bc, QH, dona dos electrones y simultáneamente da dos protones 
al medio externo en el espacio periplasmático, generando un gradiente 
electroquímico (fuerza protón-motriz). Los electrones son transportados de 
regreso a la clorofila del centro de reacción a través de un citocromo soluble, 
que se difunde en el espacio periplasmático. Véase el camino cíclico de los 
electrones (azul). El funcionamiento del ciclo Q en el complejo citocromo bc, 
bombea protones adicionales a través de la membrana en el medio externo, 
como en las mitocondrias. (Adaptado de J. Deisenhofer y H. Michael, 1991, Ann. Rev Cell Bio! 7 11 


dos protones dentro del espacio periplasmático (el espacio entre la 
membrana plasmática y la pared celular bacteriana). Este proceso 
mueve protones desde el citosol hacia el exterior de la célula, gene- 
rando una fuerza protón-motriz a través de la membrana plasmáti- 
ca. Simultáneamente, QH, libera sus dos electrones, que se mueven 
a través del complejo citocromo bc, exactamente como se describió 
para el complejo mitocondrial IM (CoQH.- citocromo c reductasa) 
en la Figura 12-18. El ciclo Q en el centro de reacción bacteriano, al 
igual que el ciclo Q en las mitocondrias, bombea protones adiciona- 
les desde el citosol hasta el espacio intermembrana, incrementando 
así la fuerza protón-motriz. 

El aceptor de electrones transferidos a través del complejo cito- 
cromo bc, es un citocromo soluble (un transportador de un electrón) 
en el espacio periplasmático, que es reducido del estado Fe” a Fe”. 
El citocromo reducido (análogo al citocromo c en las mitocondrias) 
luego difunde hacia un centro de reacción, donde libera su electrón 
en una clorofila a* positivamente cargada, regresando esa clorofila al 
estado basal no cargado y el citocromo al estado Fe”. Este flujo de 
electrones cíclico no genera oxígeno y no reduce coenzimas, perO di 
genera una fuerza protón-motriz. 

Como en otros sistemas, esta fuerza protón-motriz es utilizada 
por el complejo F,F, localizado en la membrana plasmática bacterlá” 
na para sintetizar ATP y también transportar moléculas a través dela 
membrana en contra de su gradiente de concentración. 


> 


Los cloroplastos contienen dos fotosistemas 
funcional y espacialmente distintos 


sñi década de 1940, el biofísico R. Emerson descubri 
fotosíntesis vegetal generada por la luz de longitud de 

vede aumentar en gran medida por la adición de lu 
onda más corta (energía más alta). Él encontró que 
de luz a por ejemplo 600 y 700 nm sustenta una m 
fotosíntesis que la suma de las velocidades para las 
onda separadas. Esto, denominado efecto Emerson, 
dores a concluir que la fotosíntesis en las plantas involucra la interac- 
ción de dos fotosistemas separados, llamados como PSI y PSII. PS] es 
impulsado por luz de longitud de onda de 700 nm o menos; PSIT, solo 
por luz de longitud de onda más corta (< 680 nm). 

En los cloroplastos, las clorofilas del par especial del centro de reac- 
ción que inician el transporte fotoelectrónico en PSI y PSII difieren en 
sus máximos de absorción de luz debido a diferencias en sus ambientes. 
Por esta razón, estas clorofilas suelen designarse P go (PSI) y Po (PSI). 
Al igual que un centro de reacción bacteriano, cada centro de reacción 
de cloroplasto está asociado con múltiples antenas internas y comple- 
jos captadores de luz (LHC); los LHC asociados con PSI (p. ej., LHCII) 
y PSI (p. ej., LHCI) contienen diferentes proteínas. 

Los dos fotosistemas también se distribuyen de manera diferente 
en las membranas tilacoides: PSII principalmente en regiones apiladas 
(grana, véase la Fig. 12-31) y PSI en regiones sin apilamientos. El api- 
lamiento de las membranas tilacoides se puede deber a las propiedades 
de unión de las proteínas asociadas con PSII, en especial LCHII. La evi- 
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FIGURA 12-39 Flujo lineal de electrones en las plantas, que ca 
"anto del fotosistema PSI como del PSII. Las flechas azules indican el flujo 
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dencia de esta distribución proviene de estudios en los cuales las mem- 
branas tilacoides se fragmentaron suavemente mediante ultrasonido, 
para formar vesículas. Las vesículas de tilacoide apiladas y no apiladas 
luego se fraccionaron por centrifugación en gradiente de densidad. Las 
fracciones apiladas contenían principalmente proteína PSII y las frac- 
ciones no apiladas PSI. 

Por último y lo más importante, los dos fotosistemas de cloro- 
plastos difieren significativamente en sus funciones (Fig. 12-39); solo 
PSII oxida agua para formar oxígeno molecular, mientras que solo PSI 
transfiere electrones hasta el aceptor final, NADP*. La fotosíntesis en 
los cloroplastos puede seguir una vía lineal o una cíclica. La vía lineal, 
que analizaremos primero, puede dar lugar a la fijación del carbono 
así como a la síntesis de ATP. Por el contrario, la vía cíclica solo origina 
síntesis de ATP y no genera NADPH reducido para ser utilizado en 
la fijación del carbono. Las cianobacterias y algas fotosintéticas con- 
tienen dos fotosistemas análogos a los de los cloroplastos. Proteínas y 


pigmentos similares componen los fotosistemas 1 y I de las plantas y 
las bacterias fotosintéticas. 


El flujo lineal de electrones a través de ambos 
fotosistemas de plantas, PSI! y PSI, generan 
una fuerza protón-motriz, O, y NADPH 


El flujo de electrones lineal en los cloroplastos involucra el PSII y el 
PSI en una serie obligada en la cual los electrones son transferidos 
desde el H,O hasta el NADP”. El proceso comienza con la absor- 
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transloca protones adicionales a través de la membrana del lumen tilacoide, 
incrementado la fuerza protón-motriz. (Derecha) En el centro de reacción 

PSI, cada electrón liberado a partir de las clorofilas P,, excitadas por la luz se 
mueve a través de una serie de transportadores en el centro de reacción de la 
superficie estromal, donde la ferredoxina soluble (una proteína Fe-S) transfiere 
el electrón a la ferredoxina-NADP" reductasa (FNR). Esta enzima utiliza el grupo 
prostético flavina adenina dinucleótido (FAD) y un protón para reducir NADP”, 
formando NADPH. P,,* es restaurado a su estado basal por la adición de un 
transportador de electrones a través de la vía PSIl del complejo citocromo bf y 
de la plastocianina, un transportador electrónico soluble. 
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ción de un fotón por el PSIT, cau 


desde una clorofila a del P,¿ hasta un aceptor plastoquinona (Q;) 


sobre la superficie estroma] (Fig. 12-39). El P,,,* oxidado resultan- 
te extrae un electrón del donador renuente H,O constituyendo un 
intermediario en la formación de O, y un 

2 


protón, que permanece 
en el lumen tilacoide y contribuye a la fuerza protón-motriz. Des- 
pués de que P absorbe un segundo fotón, la semiquinona Q” acepta 
un segundo electrón y recoge dos protones del espacio estromal, 
generando QH, Después de la difusión en la membrana, QH, se 
une a un sitio Q, en un complejo citocro 


: ; mo bc, que es análogo al 
bacteriano y al complejo mitocondrial III. Como sucede en estos 
sistemas, 


funciona un ciclo Q, incrementando así la fuerza protón- 
motriz generada por el transporte de electrones. Después de que el 
complejo citocromo bf acepta electrones de QH,, los transfiere (de 
a uno por vez) a la forma Cu?* del transportador de electrones solu- 
bles plastocianina (análogo al citocromo c), reduciéndolo a la forma 
Cu”. La plastocianina luego se difunde en el lumen del tilacoide, 
llevando el electrón al PSI. 

La absorción de un fotón por el PSI lleva a la eliminación de un 
electrón a partir de la clorofila a del centro de reacción, Pozo (Fig. 12- 
39). El P,,* oxidado resultante es reducido por un electrón pasado a 
partir del centro de reacción PSII a través del complejo de citocromo 
bf y la plastocianina. Nuevamente, esto es análogo a la situación en 
mitocondrias, donde el citocromo c actúa como una lanzadera de un 
único electrón del complejo III al complejo IV (véase la Fig. 12-16). 
El electrón incorporado en la superficie luminal por el P,,, energiza- 
do por la absorción de un fotón, se mueve dentro del PSI a través de 
varios transportadores hasta al superficie estromal de la membrana 
tilacoide, donde es aceptado por la ferredoxina, una proteína hierro- 
azufre (Fe-S). En el flujo de electrones lineal, los electrones excitados 
en PSI son transferidos desde la ferredoxina a través de la enzima 
ferredoxina NADP* reductasa (ENR). Esta enzima utiliza el grupo 
prostético FAD como un aceptor de electrones para reducir el NADP* 
formando, junto con un protón tomado del estroma, la molécula re- 
ducida NADPH. 

Los complejos F,F, en la membrana tilacoide utilizan la fuerza pro- 
tón-motriz generada durante el flujo lineal de electrones para sintetizar 
ATP sobre el lado estromal de la membrana. Así esta vía explota la ener- 
gía de múltiples fotones absorbidos por ambos PSII y PSI y sus antenas 
para generar NADPH y ATP en el estroma del cloroplasto, donde son 
utilizados para la fijación de CO,. 


sando que un electrón se mueva 


Un complejo generador de oxígeno está localizado 
en la superficie luminal del centro de reacción PSII 


De manera sorprendente, la estructura del centro de reacción PSII 
(que elimina electrones del H,O para formar O,) se asemeja a la del 
centro de reacción de las bacterias púrpuras fotosintéticas, que no 
forman O,. Al igual que el centro de reacción bacteriano, el centro 
de reacción de PSII contiene dos moléculas de clorofila a (Piso), así 
como otras dos clorofilas accesorias, dos feofitinas, dos quinonas (Q, 
y Q,) y un átomo de hierro no hemo. Estas moléculas pequeñas están 
unidas a dos proteínas en el PSII, llamadas D1 y D2, cuyas secuen- 
cias son notablemente similares a las secuencias de las subunidades 
L y M del centro de reacción bacteriano (Fig. 12-37), acreditando 
sus orígenes evolutivos en común. Cuando el PSI] absorbe un fotón 
con una longitud de onda de < 680 nm, desencadena la pérdida de 
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FIGURA 12-40 Flujo de electrones y evolución del O, en el PSIl de 
cloroplasto. El centro de reacción de PSIl comprende las dos proteínas 
integrales D1 y D2, las clorofilas del par especial (P...) y Otros transportadr»: 
electrónicos, y está asociado con un complejo generador de oxigeno sobr= 
la superficie luminal. Unidos a las tres proteínas extrínsecas (33, 23 y 17 kD. 
del complejo generador de oxígeno, hay cuatro iones manganesos (Mn, ro », 
un ion Ca” (azul) y un ion CI (amarillo). Estos iones unidos funcionan en el 
desdoblamiento del H,O y mantienen el ambiente esencial para las altas 
velocidades de la generación de O,. La tirosina-161 (Y161) del polipéptido D; 
conduce los electrones desde los iones Mn hasta la clorofila (Piso) del centro 
de reacción oxidado, reduciéndolo a su estado basal Psp (Adaptado de C. Hogansony 
G. Babcock, 1997, Science 277:1953,) 


un electrón a partir de una molécula P ¿¿y» generando P,,,*. Al igual 
que en las bacterias púrpuras fotosintéticas, el electrón es transpor- 
tado rápidamente, quizá a través de una clorofila accesoria hasta una 
feofitina, luego a una quinona (Q,) y luego al aceptor primario de 
electrones (Q,) sobre la superficie externa (estromal) de la membra- 
na tilacoide (Figs. 12-39 y 12-40). 

La clorofila del centro de reacción fotoquímicamente oxidada 
del PSIT (la P,,,*) es el oxidante biológico más fuerte conocido. El 
potencial de reducción de P¿,)" es más positivo que el del agua y po! 
lo tanto puede oxidar agua para generar O, e ¡ones H*. Las bacte- 
rias fotosintéticas no pueden oxidar agua debido a que la clorofila 
a* excitada en el centro de reacción bacteriano no es un oxidante lo 
suficientemente fuerte. Así, ellas utilizan otras fuentes de electrones 
como el H,S y el H,. 

La oxidación de H,O, que proporciona electrones para la reduc- 
ción de P,,,* en PSII, está catalizada por un complejo de tres protel- 
nas, el complejo generador de oxígeno, localizado sobre la superficit 
luminal del PSII en la membrana tilacoide. El complejo generado! de 
oxígeno contiene cuatro manganesos (Mn) conectados por átomo? 
de oxígeno que forman puentes, así como iones Cl y Ca? unidos 
(Fig. 12-40); este es uno de los muy pocos casos en los cuales el mil” 
ganeso cumple un papel en un sistema biológico. Estos iones mang” 
nesos junto con las tres proteínas intrínsecas se pueden eliminar ú 


sy 


3) producido por destello 
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FIGURA EXPERIMENTAL 12-41 Un único PSII absorbe un fotón y 
transfiere un electrón cuatro veces hasta generar un O,. Los cloroplastos 
adaptados a la oscuridad fueron expuestos a una serie de pulsos cortos, 
brevemente espaciados (5 ms), que activaron virtualmente todos los PSIl en la 
oreparación. El pico en la generación del O, se produjo después de cada cuarto 
sulso, indicando que la absorción de cuatro fotones por un PSIl es necesaria 
para generar Cada molécula de O,. Debido a que los cloroplastos adaptados 
¿la oscuridad inicialmente estaban en un estado parcialmente reducido, los 
picos en la generación de O, se produjeron después de destellos a 3, 7 y 11. (De 
Bera y cols. 2002, Biochemistry, sth ed, W H. Freeman and Company) 


centro de reacción por tratamiento con soluciones de sales concen- 
tradas; esto elimina la formación de O,, pero no afecta la absorción 
de luz o las etapas iniciales del transporte de electrones. 

La oxidación de dos moléculas de H,O para formar O, requiere 
la eliminación de cuatro electrones, pero la absorción de cada fotón 
por el PSII da como resultado la transferencia de solo un electrón. 
Un experimento simple, descrito en la Figura 12-41, resolvió el in- 
terrogante de si la formación de O, depende de un PSII único o de 
múltiples fotosistemas que actúan concertadamente. El resultado 
indicó que un único PSII debe perder un electrón y luego oxidar el 
complejo generador de oxígeno cuatro veces seguidas para que se 
forme una molécula de O.. 

Se sabe que el manganeso existe en múltiples estados de oxida- 
ción con cargas positivas que van de dos a cinco. En efecto, los es- 
tudios espectroscópicos demostraron qué los iones Mn unidos en el 
complejo generador de oxígeno alternan a través de cinco estados de 
oxidación diferentes, S,-S,. En este ciclo S, un total de dos moléculas 
de HO son escindidas para generar cuatro protones, cuatro elec- 
trones y una molécula de O,. Se ha propuesto que los canales en la 
tstructura del complejo que genera oxígeno, sirven como conductos 
Para la distribución de H,O en el sitio activo y la eliminación de 
0, del mismo a través de las proteínas que rodean el complejo que 
genera oxígeno. Los electrones liberados del H,O son transferidos, 
de uno en uno, a través de los ¡ones Mn y una cadena lateral de 
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= Los herbicidas que inhiben la fotosíntesis no solo son muy im- 

| portantes en la agricultura sino que también han probado ser 
útiles en la disección de vías del transporte de fotoelectrones en las 
plantas. Una de estas clases de herbicidas, la s-triazina (p ej., atrazi- 
na), se fija específicamente a la subunidad D1 en el centro de reacción 
PSII, inhibiendo así la unión de Q, oxidada a su sitio sobre la super- 
ficie estromal de la membrana tilacoide. Cuando se añade a cloroplas- 
tos iluminados, la s-triazina produce la acumulación de todos los 
transportadores de electrones corriente abajo hasta acumularse en la 
forma oxidada, debido a que los electrones pueden ser liberados des- 
de el PSIL. En los mutantes resistentes a atrazina, un cambio de un 
único aminoácido en D!1 la convierte en incapaz de fijar el herbicida, 
por ende la fotosíntesis procede a velocidades normales. Tales male- 
zas resistentes prevalecen y representan un grave problema en la agri- 
cultura. M 


Múltiples mecanismos protegen a las células contra 
el daño de especies de oxígeno reactivas durante el 
transporte fotoelectrónico 


Como hemos visto en el caso de las mitocondrias, las ROS generadas 
durante el transporte de electrones a través de la cadena de trans- 
porte electrónico (véase la Fig. 12-21) pueden servir tanto como 
señales para regular la función de los orgánulos como para causar 
daño a una variedad de biomoléculas. Lo mismo se cumple para los 
cloroplastos. Aunque los fotosistemas PSI y PSII con sus complejos 
de captación de luz asociados son notablemente eficaces al convertir 
la energía radiante en energía química útil en la forma de ATP y 
NADPH, estos no son perfectos. Dependiendo de la intensidad de la 
luz y de las condiciones fisiológicas de las células, una cantidad pe- 
queña (pero significativa) de energía absorbida por las clorofilas en 
las antenas de captación de luz y en los centros de reacción resulta en 
clorofila que es convertida al estado excitado, llamado clorofila *tri- 
plete”. En este estado, la clorofila puede transferir parte de su energía 
al oxígeno molecular (O,), convirtiéndolo de su forma normal, el 
estado basal relativamente no reactivo llamado 10,, a una forma de 
estado singulete (ROS) extremadamente reactivo: 'O,. Parte de este 
10, se puede utilizar para señalización del núcleo a fin de comuni- 
carle el estado metabólico del cloroplasto al resto de la célula. Sin 
embargo, si la mayoría del 'O, no es extinguido rápidamente me- 
diante su reacción con las “moléculas barrenderas” especializadas en 
10,, este reaccionará con moléculas cercanas y las dañará. Este daño 
puede eliminar la eficiencia de la actividad tilacoide y se denomina 
fotoinhibición. Los carotenoides (polímeros de grupos isoprenos in- 
saturados, incluyendo el betacaroteno que le da a las zanahorias su 
color anaranjado) y el a-tocoferol (una forma de vitamina E) son 
moléculas pequeñas hidrófobas que cumplen funciones importan- 
tes como extintores de 'O, para proteger las plantas. Por ejemplo, la 
inhibición de tocoferol en el alga verde unicelular Chlamydomonas 
reinhardtii mediante el herbicida pirazolinato puede dar como resul- 
tado una mayor fotoinhibición inducida por luz. Los carotenoides, 
que son desviadores muy eficaces de la energía de la clorofila triplete 
dañina cuando se encuentran en la proximidad, son las moléculas 
más importante desde el punto de vista cuantitativo para la preven- 
ción de la formación de 'O,. Existen alrededor de 11 moléculas de 
carotenoides y 35 clorofilas en el monómero PSII de la cianobacteria 


Thermosynechococcus elongatus. 
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FIGURA EXPERIMENTAL 12-42 La chaperona HSP70B ayuda al PSIl a 
recuperarse de la fotoinhibición después de la exposición a luz intensa. 
El alga verde unicelular Chlamydomonas reinhardtii fue genéticamente 
modificada, de manera tal que tuvo concentraciones anormalmente bajas o 
altas de la proteína chaperona HSP70B. Las cepas normales, las altas y las bajas 
fueron luego expuestas a luz de alta intensidad (2 400 HE m?s”) durante 60 
minutos para inducir la fotoinhibición seguida por la exposición a luz baja (20 
HE m-25") durante hasta 150 minutos. Los efectos de la fotoinhibición por la 
luz de alta intensidad y la capacidad del PSIl de recuperarse de la fotoimhibición 
fueron medidos usando espectroscopia de fluorescencia para determinar la 
actividad de PSIl. La capacidad de las células para recuperar la actividad de PSII 
depende de las concentraciones de HSP70B (cuanto más HSP70B disponible, 
más rápida es la recuperación), debido a la protección de HSP70B del PSIl 

de los centros de reacción que habían resistido el daño de la subunidad D1 
inducido por el 'O,. (De Schroda y cols. 1999, Plant Cell 11:1 165). 


En condiciones de iluminación intensa, el fotosistema PSII es en 
especial propenso a la generación de 'O,, mientras que el PSI pro- 
ducirá otros ROS, incluyendo superóxido, peróxido de hidrógeno 
y radicales hidroxilos. La subunidad D1 en el centro de reacción de 
PSII (véase la Fig. 12-40) está, incluso en condiciones de poca luz, 
sometida a daño casi constante mediado por '0,. Un centro de reac- 
ción dañado se mueve desde la grana hasta las regiones no apiladas 
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rápido de D1 dañada, que requiere una velocidad alta de síntesis de 
D1, contribuye a recuperar el PSII de la fotoinactivación Y Mantiene 
suficiente actividad. El experimento en la Figura 12-42 muestra Que 
un componente importante en el ciclo de daño-reparación es la Pro. 
haperona HSP70B (véase el Cap. 3), que se une al PSIL dapag 
y contribuye a evitar la pérdida de otros componentes del cOMplejo 
a medida que la subunidad Dl es reemplazada. La extensión q, l 
fotoinhibición puede depender de la cantidad de HSP70B disponible 


Ny 


teína c 


en los cloroplastos. 


El flujo cíclico de electrones a través de PSI gener, 
una fuerza protón-motriz, pero no NADPH ni O, 


Como ya hemos visto, los electrones de la ferredoxina reducida en 
PSI son transferidos al NADP* durante el flujo lineal de electro. 
nes, dando como resultado la producción de NADPH (véase la t;., 
12-39). En algunas circunstancias, tales como sequía, intensidad de 
luz alta o concentraciones de dióxido de carbono bajas, las células 
deben generar cantidades relativamente mayores de ATP en rela- 
ción al NADPH de las producidas por el flujo cíclico de electrones. 
Para realizar esto, ellas producen fotosintéticamente ATP a partir de 
PSI sin producción de NADPH concomitante. Esto se logra usando 
un proceso independiente de PSII llamado fotofosforilación cíclica o 
flujo cíclico de electrones. En este proceso los electrones realizan un 
ciclo entre PSI, ferredoxina, plastoquinona (Q) y el complejo cito- 
cromo bf (Figura 12-43); de esta forma no se genera NADPH neto y 
no existe la necesidad de oxidar agua y producir O,. Existen dos vías 
de flujo cíclico de electrones: la NAD(P)H deshidrogenasa (Ndh)- 
dependiente (mostrada en la Fig. 12-43) y la Ndh-independiente. La 
Ndh es un complejo enzimático, muy similar al complejo mitocon- 
drial 1 (véase la Fig. 12-16), que oxida NADPH o NADH mientras 
reduce Q a QH, y así contribuye a la fuerza protón-motriz mediante 
el transporte de protones. Durante el flujo cíclico de electrones, el 
sustrato para la Ndh es el NADPH generado por la absorción de lu? 
por el PSI, la ferredoxina y la ferredoxina-NADP reductasa (FNR). 
El QH, formado por la Ndh luego difunde a través de la membrana 
tilacoide hasta el sitio de unión Q, sobre la superficie luminal del 
complejo citocromo bf. Se liberan dos electrones al complejo cito- 
cromo bf y dos protones al lumen tilacoide, generando una fuerza 
protón-motriz. Al igual que en el flujo lineal de electrones, estos 
electrones retornan al PSI a través de la plastocianina. Este flujo de 
clico de electrones es similar al proceso cíclico que se produce €N e 
único fotosistema de las bacterias púrpuras (véase la Fig. 12-38). Un 
ciclo Q funciona en el complejo citocromo bf durante el flujo cíclico 
de electrones, llevando al transporte de dos protones adicionales 4 
lumen por cada par de electrones transportados y una mayo! fuere 
protón-motriz. 

En el flujo cíclico de electrones Ndh-independiente, mecanismo 
que no ha sido completamente definido, los electrones de la fet“ 
doxina se utilizan para reducir Q, ya sea a través de una hipotétic 
membrana-asociada a la ferredoxina:plastoquinona oxidorredu” 
tasa (FQR) o a través del sitio Q, que es parte del ciclo Q *” si 
complejo citocromo bf. El análisis genético de Arabidopsis chaliano 
ha identificado diversos genes involucrados en el flujo cíclico 
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FIGURA 12-43 El flujo cíclico de electrones en las plantas, genera una 
fuerza protón-motriz y ATP, pero no oxígeno o NADPH neto. En la vía 
dependiente de NAD(P)H-deshidrogenasa (Ndh) para el flujo electrónico 
cíclico, la energía luminosa es utilizada por el PSI para transportar los electrones 
en un ciclo a fin de generar una fuerza protón-motriz y ATP sin oxidar agua. El 
NADPH formado por la vía del PSI/ferredoxina/FNR (en lugar de ser usado para 


electrones Ndh-independiente, incluyendo la proteína integral de 
membrana PGRLI. 


La actividad relativa de los fotosistemas | y II 
está regulada 


SIL, que se localiza preferentemente en la grana apilada 
ra predominante en la membrana til- 
uencia durante el flujo lineal de elec- 


trones, se debe controlar la cantidad de energía lumínica distribuida 
a estos dos centros de reacción de manera tal que cada centro active la 
misma cantidad de electrones. Esta condición equilibrada se denomi- 
na estado 1 (Fig. 12-44a). Si los dos fotosistemas no son excitados por 
igual, entonces el flujo de electrones cíclico que se produce en el PSI 
y PSII se torna menos activo (estado 2). Variaciones en las longitudes 
de onda e intensidades en la luz ambiente (como consecuencia de 


momento del día, la nubosidad, etc.) pueden cambiar la activación 
relativa de los dos fotosistemas perturbando potencialmente las can- 
la producción 


tidades relativas del flujo lineal y cíclico necesarias para 


de relaciones óptimas de ATP y NADPH. 0% 
Un mecanismo para la regulación de las contribuciones relativas 


de PSI y PSII, en respuesta a la variación en las condiciones de ill 
nación y por ende en las cantidades relativas de flujo lineal y cíclico 
de electrones, comprende la redistribución del complejo de capta- 
ción de luz LHCII entre los dos fotosistemas. Cuanto más LHCII 
esté asociado con un fotosistema particular, más eficientemente será 
activado ese sistema por la luz y mayor será su contribución al flujo 
electrónico. La distribución del LHCII entre PSI y PSII está mediada 


por la fosforilación reversible y la desfosforilación del LHCII me- 
mbrana y una fosfatasa 
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fijar carbono) es oxidado por Ndh. Los electrones liberados son transferidos 
hasta la plastocianina (Q) dentro de la membrana para generar QH, que luego 
transfiere los electrones hasta el complejo citocromo bf, después hasta la 
plastocianina y finalmente vuelven al PSI, como es el caso para el recorrido del 
flujo lineal de electrones (véase la Fig. 12-39). 


en apariencia constitutivamente activa. La forma desfosforilada de 

LHCII se asocia preferentemente con el PSII y la forma fosforilada 

se difunde en la membrana tilacoide a partir de la grana hasta la 

región no apilada y se asocia con el PSI más que la forma desfosfo- 

rilada. Las condiciones de iluminación en las cuales existe absorción 

preferencial de luz por parte del PSII resultan en la producción de 

concentraciones elevadas de QH, que se unen al complejo citocromo 

bf (véase la Fig. 12-39). Los cambios conformacionales consecuentes 

en este complejo son aparentemente responsables de la activación 

de la cinasa LHCII, aumentando la fosforilación de LHCII, la acti- 

vidad compensatoria incrementada del PSI en relación al PSII y por 
lo tanto, generando un incremento en el flujo cíclico de electrones 
en el estado 2 (Fig. 12-44a). Cuando el alga verde Chlamydomonas 
reinhardtii fue forzada a entrar en el estado 2, se hizo posible aislar 
un “supercomplejo” conteniendo PSI, LHCI, LHCII, Cyt bf, ferredo- 
xina (Fd), NADPH oxidorreductasa (ENR) y la proteína integral de 
membrana PGRLI que participa en el flujo cíclico de electrones inde- 
pendiente de Ndh (Fig. 12-44b). Así, parece ser que el funcionamien- 
to eficaz de las cadenas de transporte de electrones ha involucrado 
la evolución de complejos funcionales de tamaño y complejidad cre- 
ciente, a partir de proteínas individuales a complejos, a supercom- 
plejos y a supersupercomplejos. 

La regulación de la organización supramolecular de los fotosiste- 
mas en plantas tiene el efecto de dirigirlos hacia la producción de ATP 
(estado 2) o hacia la generación de equivalentes reducidos (NADPH) 
y ATP (estado 1), dependiendo de las condiciones de iluminación 
del ambiente y de las necesidades metabólicas de la planta. Tanto el 
NADPH como el ATP son necesarios para la conversión de CO, a 
sacarosa o almidón, la cuarta etapa en la fotosíntesis, que se tratará en 
la última sección de este capítulo. 
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12.6 Análisis molecular de los fotosistemas 


(a) 
Etapa 1, flujo lineal de electrones 


Dominios de membrana de PSI 


(no apilados) 


Dominios de membrana de PSI! 
(apilados) 


Luz 


H20 2H* + 1/2 O» H 


Estado 2, flujo cíclico de electrones 


FIGURA 12-44 Fosforilación del LHCII y regulación del flujo de 
electrones lineal vs. el cíclico. (a, arriba) En luz solar normal, el PSI y PSII se 
activan por igual y los fotosistemas están organizados en estado 1. En este 
ordenamiento, el complejo de captación de luz (LHCII) no está fosforilado y seis 
copias de LHCII junto con varias otras proteínas captadoras de luz encierran un 
centro de reacción PSII dimérico, en un supercomplejo asociado fuertemente 
en la grana (para mayor claridad, no se muestran los detalles moleculares del 
supercomplejo). Como resultado, el PSI! y el PSI pueden funcionar en paralelo 
en el flujo lineal de electrones. (a, abajo) Cuando la excitación de la luz de los 
dos fotosistemas está desequilibrada (p. ej, demasiado a través del PSII), LHC 
se fosforila, se disocia del PSII y se difunde hasta las membranas no apiladas, 


CONCEPTOS CLAVES de la Sección 12.6 


Análisis molecular de los fotosistemas 


- En el único fotosistema de las bacterias púrpuras, el flujo cíclico de 
electrones de las moléculas de clorofila a del par especial (excitadas por 
la luz en el centro de reacción) genera una fuerza protón-motriz, la cual 
es utilizada principalmente para impulsar la síntesis de ATP mediante 
el complejo F,F, en la membrana plasmática (véase la Fig. 12-38). 


- Las plantas contienen dos fotosistemas, PSI y PSII, que tienen funcio- 
nes diferentes y están físicamente separados en la membrana tilacoide. 
El PSII convierte el H,O en O, y el PSI reduce el NADP” a NADPH. Las 
cianobacterias tienen dos fotosistemas análogos. 


« En los cloroplastos, la energía lumínica absorbida por los complejos 
de captación de luz (LHC) es transferida a las moléculas de clorofila a 
en los centros de reacción (P,,, en el PSI y P,,, en el PSD. 


+ Los electrones fluyen a través del PSI a través de los mismos transpor- 
tadores que están presentes en el fotosistema bacteriano. En contraste 
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Síntesis de hidratos 
90 de carbono 


ATP 


ATP 
sintasa 


Sin síntesis de 
ATP | hidratos de carbono 


sintasa Supersupercomplejo 


donde se asocia con el PSI y está permanentemente asociado con LHCI. En 
esta organización supramolecular alternativa (estado 2), la mayoría de la 
energía luminosa absorbida es transferida al PSI, dando sustento al flujo cíclico 
de electrones y a la producción de ATP, pero no a la formación de NADPH y por 
ende tampoco a la fijación del CO,. (b) Modelo de un “supersupercomplejo” 
PSI involucrado con el fujo cíclico de electrones independiente de Ndh, aislado 

a partir de las algas verdes en la etapa 2. El supersupercomplejo contiene 
múltiples complejos que incluyen la proteína integral de membrana PGRLI, 

el cual fue identificado por análisis genético (Adaptado de F. A. Wollman, 2001, £MBOJ 
20:3 623; y M. Iwal, y cols., 2010, Nature 464:1 210-1 213.) 


con el sistema bacteriano, el P,,,* oxidado fotoquímicamente en el PSI 
es regenerado a P, ,, mediante electrones derivados de la evolución del 
O, a partir de H,O (véase la Fig. 12-39, izquierda). 


* En el flujo de electrones, el P,,) Oxidado fotoquímicamente € el 
PSI es reducido regenerando P,,,, mediante electrones transferidos á 
partir del PSII a través del complejo citocromo bf y la plastocianina 
soluble. Los electrones liberados desde el P,.. después de la excitación 
del PSI son transportados a través de Abusos transportadores hasta 
que finalmente llegan a NADP +, generando NADPH (véase la Fig. 
12-39, derecha). 


* La absorción de luz por parte de los pigmentos en el cloroplasi? 
puede generar especies reactivas de oxígeno (ROS), que incluyen qu 
geno singulete ('O,) y peróxido de hidrógeno (H,O,). En cantidades 
pequeñas no son tóxicas y se utilizan como moléculas de señalización 
intracelular para controlar el metabolismo celular. En cantidades me 
grandes pueden tornarse tóxicas. Las pequeñas moléculas barren dl 
ras y las enzimas antioxidantes contribuyen a proteger contra el ] 
inducido por las ROS; sin embargo, aún se produce el daño del oxÍ8* 


y» 


la subunidad D1 de PSII, causando fotoinhibición. Una 


po singlete a : 
SP70 contribuye a la recuperación del daño. 


chaperoná pA 
Al contrar 
como el psi, 
a] PSI. En €s 


una fuerza pro 
involucrados en € 


io del flujo lineal de electrones, que requiere tanto el PSII 
el flujo cíclico de electrones en las plantas involucra solo 
ta vía, no se forma ni NADPH ni O,, aunque se genera 
tón-motriz. Supercomplejos muy grandes pueden estar 
I flujo cíclico de electrones. 


La fotofosforilación reversible y la desfosforilación del complejo de 
captación de luz II (LHCIT) controlan la organización funcional del 
aparato fotosintético en las membranas tilacoides. El estado 1 favorece 
el flujo lineal de electrones, mientras que el estado 2 favorece el flujo 
cclico de electrones (véase la Fig. 12-44). 


12.7 Metabolismo del CO, durante la fotosíntesis 


Los cloroplastos llevan a cabo muchas reacciones metabólicas en las 
hojas verdes. Además de la fijación del CO, (la incorporación de CO, 
gaseoso a moléculas orgánicas pequeñas y otros azúcares), la síntesis 
de casi todos los aminoácidos, de todos los ácidos grasos y carotenos, 
de todas las pirimidinas y probablemente de todas las purinas, se pro- 
duce en los cloroplastos. Sin embargo, la síntesis de azúcares a partir 
de CO, es la vía bioquímica más extensamente estudiada en las células 
vegetales. Primero consideraremos la única vía, conocida como ciclo 


de Calvin (por su descubridor Melvin Calvin), que fija el CO, en com- 


puestos de tres carbonos, impulsado por la energía liberada durante la 


hidrólisis de ATP y la oxidación de NADPH. 


La rubisco fija el CO, en el estroma del cloroplasto 


La enzima ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa, O rubisco, fija el CO, en 
moléculas precursoras que son posteriormente convertidas a hidratos 
de carbonos. La rubisco se localiza en el espacio estromal del cloro- 
plasto. Esta enzima añade CO, al azúcar de cinco carbonos ribulosa 
1,5-bifosfato para formar dos moléculas de tres carbonos conteniendo 
3-fosfoglicerato (Fig. 12-45). La rubisco es una enzima grande (- 500 


kDa), con la forma más común compuesta de ocho subunidades gran- 
des idénticas y ocho pequeñas idénticas. Una subunidad está codificada 
en el DNA del cloroplasto; la otra, en el DNA nuclear. Debido a que la 
velocidad catalítica de la rubisco es bastante lenta, se necesitan muchas 
copias de la enzima para fijar suficiente CO,. En efecto, esta enzima 
constituye casi el 50% de la proteína soluble del cloroplasto y se cree 
que es la proteína más abundante sobre la tierra. Se estima que la rubis- 
co fija más de 10'' toneladas de CO, atmosférico cada año. 

Cuando las algas fotosintéticas son expuestas a UN pulso breve de 
CO, marcado con '*C y las células luego son rápidamente disgregadas, 
el 3-fosfoglicerato es el que más rápido adquiere una marca radioactiva 
y toda la radioactividad se encuentra en el grupo carboxilo. Debido a 
que el CO, es inicialmente incorporado a un compuesto de tres car- 
bonos, el ciclo de Calvin también se denomina vía C, de la fijación del 
carbono (Fig. 12-46). 

El destino del 3-fosfoglicerato formado por la rubisco es complejo: 
parte es convertido a hexosas incorporadas en el almidón de la saca- 
rosa, pero parte es utilizada para regenerar ribulosa 1,5-bifosfato. Se 
necesitan al menos nueve enzimas para regenerar ribulosa 1,5-bifosfato 


sfoglicerato. Cuantitativamente, por cada 12 moléculas 


a partir de 3-fo 
6 átomos de 


de 3-fosfoglicerato generado por la rubisco (un total de 3 
C), dos de ellos (6 átomos de C) son convertidos a dos moléculas de 
gliceraldehído 3 fosfato (y luego a una hexosa), mientras 10 molécu- 
las (30 átomos de C) son convertidos a seis moléculas de ribulosa 1,5 
bifosfato (Fig. 12-46, arriba). La fijación de seis moléculas de CO, y la 
formación neta de dos gliceraldehído 3-fosfato requiere el consumo de 
18 ATP y 12 NADPH, generados por los procesos de la fotosíntesis que 


requieren luz. 


La síntesis de sacarosa usando CO, fijado 
se completa en el citosol 


Después de su formación en el estroma del cloroplasto, el gliceralde- 


hído 3-fosfato es transportado al citosol en intercambio por el fosfato. 
Los pasos finales de la síntesis de sacarosa (Fig. 12-46, arriba) se produ- 
cen en el citosol de las células de las hojas. 

Una proteína transportadora antiportadora en la membrana del 
cloroplasto trae CO, fijado (como gliceraldehído 3-fosfato) al citosol 
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FIGUR 
o 12-45 La reacción inicial de la rubisco que fija co, en 
estos orgánicos. En esta reacción. catalizada por la ribulosa 


1,5-bifosfato carboxilasa 


1.5-bifosfato. Los productos son dos moléculas de 3-fosfoglicerato. 
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12-46 La vía del carbono durante la fotosíntesis. (Arriba) 
FI6 oléculas de CO, son convertidas en dos moléculas de gliceraldheído 


plantas. 


cuando la célula está exportando vigorosamente, Ningún CO, fijado 
deja el cloroplasto a menos que el mismo sea provisto con fosfato para 
reemplazar el fosfato llevado a cabo del estroma en la forma de glice- 
raldehído 3-fosfato. Durante la síntesis de sacarosa a partir de gliceral- 
dehído 3-fosfato, se liberan los grupos de fosfato inorgánico ( Fig.12-46, 
parte inferior izquierda). Por lo tanto, la síntesis de sacarosa facilita el 
transporte de gliceraldehído 3-fosfato desde el cloroplasto hasta el ci- 
tosol mediante provisión de fosfato para el antiporte. Cabe destacar 
que el gliceraldehído 3-fosfato es un intermediario glucolítico y que el 
mecanismo de la conversión de gliceraldehído 3-fosfato a hexosas es 
casi la inversa de esto en la glucólisis. 

La síntesis de almidón es más compleja. El monómero clave más 
grande utilizado para construir los polímeros de almidón es la ADP- 
glucosa. Esta polimerización ocurre en el estroma y los polímeros de 
almidón están almacenados en agregados cristalinos densamente em- 
paquetados llamados gránulos. Las enzimas que generan ADP-glucosa 
a partir de glucosa 1-fosfato y ATP se encuentran ambas en el estroma 
y en el citosol, indicando que las hexosas de varias estructuras en el 
citosol son importadas al estroma para la síntesis del almidón. 


La luz y la rubisco activasa estimulan 
la fijación del CO, 


Las enzimas del ciclo de Calvin que catalizan la fijación del CO, son 
rápidamente inactivadas en la oscuridad, conservando así el ATP que 
es generado en esta (por ejemplo por la degradación del almidón) para 
otras reacciones sintéticas, tales como la biosíntesis de lípidos y ami- 
noácidos. Un mecanismo que contribuye a este control es la depen- 
dencia de pH de diversas enzimas del ciclo de Calvin. Debido a que 
los protones son transportados desde el estroma al interior del lumen 
tilacoide durante el transporte fotoelectrónico (véase la Fig. 12-39), el 
pH del estroma se incrementa desde - 7 en la oscuridad, hasta - 8 en la 
luz. La actividad incrementada de diversas enzimas del ciclo de Calvin 
al PH más alto estimula la fijación del CO, en la luz. 

Una proteína estromal llamada tiorredoxina (Tx) también cumple 
una función en el control de algunas enzimas del ciclo de Calvin. En 
la oscuridad, la tiorredoxina contiene un enlace disulfuro; en la luz, los 
electrones son transferidos desde el PSI a través de la ferredoxina hasta 
la iorredoxina, reduciendo su enlace disulfuro: 


PSI 


2H* 2e7 

s SH 
Sn AA 

. SH 


La tiorredoxina reducida luego activa diversas enzimas del ciclo de Cal- 
vin mediante la reducción de sus enlaces disulfuro. En la oscuridad, 
cuando la tiorredoxina se vuelve a oxidar, estas enzimas se reoxidan y 
se inactivan. Así, estas enzimas son sensibles al estado redox del estro- 
ma que a su vez es sensible a la luz: un mecanismo sofisticado para la 
regulación de la actividad enzimática por la luz. 

La rubisco es una de tales enzimas sensibles a la luz/redox, aun- 
que su regulación es muy compleja e incluso no ha sido compren- 
dida por completo. La rubisco es activada espontáneamente en pre- 
sencia de concentraciones elevadas de CO, y Mg?". La reacción de 
activación comprende la adición covalente de CO, al grupo amino 
de la cadena lateral de una lisina en el sitio activo, formando un gru- 
po carbamato que luego une un ion Mg?* necesario para la actividad 
enzimática. Sin embargo en condiciones normales, con niveles de 
CO,, la reacción es lenta y suele requerir catálisis por parte de la 
rubisco activasa, un miembro de la AAA+ familia de las ATPasas. 
La rubisco activasa hidroliza ATP y utiliza la energía liberada para 
despejar el sitio activo de la rubisco, de manera tal que el CO, se 
pueda añadir al sitio activo de lisina. La rubisco activasa también 
acelera un cambio conformacional activante en la rubisco (de un 
estado cerrado-inactivo a uno abierto-activo). La regulación de la 
rubisco activasa por la tiorredoxina es, al menos en parte en algunas 
especies, responsable de la actividad de la activasa es sensible a la re- 
lación ATP:ADP. Si la proporción es baja (ADP relativamente alta), 
en consecuencia la activasa no activará la rubisco (y de esta manera 
la célula gastará menos de su escaso ATP para fijar el carbono). La 
fotosíntesis es sensible a una variedad de tensiones típicas de las 
plantas: calor moderado, temperaturas frías, sequía (agua limitada), 
alta salinidad, alta intensidad de luz y radiación UV. Al menos parte 
de esto influye en la fijación de CO, al reducir la actividad de la 
rubisco activasa y por ende la rubisco. La inhibición de la fijación 
de CO, reduce el consumo de NADPH. En condiciones de luz fuerte 
la relación en exceso de NADPH/NADP* puede reducir el flujo de 
electrones al NADP* e incrementar la fuga de O,, dando como resul- 
tado la formación de ROS aumentada, que puede interferir con una 
variedad de procesos celulares. Dada la función clave de la rubisco 
en el control de la utilización de la energía y la afluencia de carbono 
(ambos en un cloroplasto individual y, en un sentido, a través de 
la biosfera entera) no es sorprendente que su actividad esté fuerte- 
mente regulada. 


La fotorrespiración compite con la fijación 
del carbono y está reducida en las plantas C, 


Como se mencionó anteriormente, la rubisco cataliza la incorpora- 
ción de CO, en la ribulosa 1,5-bifosfato como parte de la fotosíntesis. 
Puede catalizar una segunda reacción competitiva, diferente, con los 
mismos sustratos (ribulosa 1,5-bifosfato) pero con O, en lugar de 
CO, como un segundo sustrato, en un proceso conocido como fo- 
torrespiración (Fig. 12-47). Los productos de la segunda reacción 
son una molécula de 3-fosfoglicerato y una molécula de fosfoglico- 
lato compuesta por dos carbonos. La reacción de fijación del car- 
bono está favorecida cuando la concentración de CO, ambiental es 
relativamente alta, mientras que la fotorrespiración está favorecida 
cuando el CO, es bajo y el O, relativamente alto. La fotorrespira- 
ción ocurre en presencia de luz, consume O, y convierte la ribulosa 
1,5-bifosfato en parte a CO,. Como se muestra en la Figura 12-47, la 
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FIGURA 12-47 Fijación del CO, y fotorrespiración. Estas vías competitivas 
son ambas iniciadas por la ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa (rubisco) y ambas 
utilizan la ribulosa 1,5-bifosfato. La fijación del CO, la vía 1, está favorecida por 
presiones elevadas de CO, y bajas de O,; la fotorrespiración, vía 2, se produce 
a presiones bajas de CO, y altas de O, (esto es, en condiciones atmosféricas 
normales). El fosfoglicolato es reciclado a través de un grupo complejo de 


fotorrespiración es derrochadora para la economía energética de la 
planta: consume ATP y O,, además de generar CO, sin fijar carbo- 
no. En efecto, cuando el CO, es bajo y el O, es alto, mucho del CO, 
fijado por el ciclo de Calvin se pierde como resultado de la fotorres- 
piración. Estudios recientes sugieren que esta reacción alternativa 
sorprendentemente derrochadora catalizada por la rubisco, puede 
ser una consecuencia de la inherente dificultad que tiene la enzima 
en unir de manera específica las moléculas de CO, relativamente sin 
rasgos distintivos y de la capacidad tanto del CO, como del O, en 
reaccionar y formar productos diferentes, con el mismo intermedia- 
rio inicial enzima/ribulosa 1,5-bifosfato. 

El exceso de fotorrespiración podría tornarse un problema para las 
plantas en un ambiente cálido y seco, debido a que deben mantener 
cerrados mucho tiempo los poros que intercambian gases (estomas) 
en sus hojas, para evitar la pérdida excesiva de humedad. Como con- 
secuencia, la concentración de CO, dentro de la hoja puede descender 
por debajo de la K_ de la rubisco para el CO,. En estas condiciones, la 
velocidad de la fotosíntesis disminuye, la fotorrespiración se ve en gran 
medida favorecida y la planta podría estar en peligro de fijar cantidades 
inadecuadas de CO,. El maíz, la caña de azúcar, la grama y otras plantas 
que crecen en ambientes cálidos y secos, han desarrollado una vía para 
evitar este problema mediante la utilización de una vía de dos pasos de 
fijación del CO,, en la cual el paso de acumulación de CO, precede al 
eb de Calvin. La vía se denomina vía C , dado que la marcación con 
[“C]CO, demostró que las primeras moléculas radiactivas formadas 
durante la fotosíntesis en esta vía son compuestos de cuatro carbonos, 
como el oxalacetato y el malato, en lugar de las moléculas de tres car- 
bonos que inician el ciclo de Calvin (vía CJ 
e sin tipos de células: las células mesófilas, que 

pacios aéreos en el interior de la hoja y las 
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Fosfoglicolato 


reacciones que ocurren en los peroxisomas y las mitocondrias, así como 
también en los cloroplastos. El resultado neto: por cada dos moléculas de 
fosfoglicolato formado por la fotorrespiración (cuatro átomos de C), finalmente 
se forma y se recicla una molécula de 3-fosfoglicerato y se pierde una moléculs 


de CO,. 


células de la vaina fascicular, que rodean el tejido vascular y son se- 

cuestradas lejos de las concentraciones altas de O, a las cuales están 

expuestas las células mesófilas (Fig. 12-48a). En las células mesófilas 

de las plantas C,, el fosfoenolpiruvato (una molécula de tres carbonos 

derivada del piruvato) reacciona con el CO, para generar oxalaceta- 

to, un compuesto de cuatro carbonos (Fig.12-48b). La enzima que 
cataliza esta reacción, la fosfoenolpiruvato carboxilasa, se encuentra 
casi exclusivamente en las plantas C, y a diferencia de la rubisco es 
insensible al O,. La reacción global desde piruvato hasta oxalacetato 
involucra la hidrólisis de ATP y tiene un AG negativo. Por lo tanto, la 
fijación de CO, procederá incluso cuando la concentración de CO, 
es baja. El oxalacetato formado en las células mesófilas es reducido a 
malato, el cual es transferido por un transportador especial hasta las 
células de la vaina fascicular, donde el CO, liberado por descarboxila- 
ción entra en el Ciclo de Calvin (Fig. 12-48b). 

Debido al transporte de CO, desde las células mesófilas, la con- 
centración de CO, en las células de la vaina fascicular de las plantas C, 
es mucho más alta que la existente en la atmósfera normal. Las células 
de la vaina fascicular también son inusuales en el sentido de que Ca- 
recen de PSII y llevan a cabo solo flujo cíclico de electrones catalizado 
por PSI, de manera tal que no se produce O,. Las concentraciones 
altas de CO, y reducidas de O, en las células de la vaina fascicular 
favorecen la fijación de CO, por parte de la rubisco, a fin de forma! 
3-fosfoglicerato e inhibe la utilización de ribulosa 1,5-bifosfato en la 
fotorrespiración. 

Por el contrario, la alta concentración de O, en la atm 
rece la fotorrespiración en las células mesófilas de las plantas C 
2 en la Fig. 12-47); como resultado, hasta el 50% del carbono fijado 
por la rubisco puede ser oxidado a CO, en las plantas C,: Las plantas 
C, son superiores a las plantas C, al utilizar el CO, disponible, debido 


ósfera favo- 
(vía 


(a) Haz vascular 
(xilema, floema) 


Células del 
mesófilo 


Células 
de la vaina 
fascicular 


Espacio 
aéreo 


Epidermis 


cO;, Os Estoma Cloroplasto 
(b) ga E A q AS Se 
¡ Célula del mesófilo ñ NADPH 10) Célula de la vaina fascicular 
+ Il 
07 +H* NADP co” 
sea A E A q 
c=0 H—C—OH : 
Ciclo 
P . Las 50, de Calvin 
ld PR ll ll 
“ Fosfoenolpiruvato O o) 
— carboxilasa 
¡ Oxalacetato Malato NADP* 
CH 
CO, —> CO, II 2 Piruvato- CH 
| C—O—PO.7— fosfato td NADPH + H* 
| > dicinasa q 
o co” 
0 amp ATP] 
Fosfoenolpiruvato + + . 
PP; Pi Piruvato Piruvato 


e 


FIGURA 12-48 Anatomía de la hoja de las plantas C, y la vía C,. (2) En las 
plantas C,, las células de la vaina fascicular se alinean en haces vasculares que 
contienen el xilema y el floema. Las células mesófilas, que estan adyacentes a 
los espacios aéreos subestromales, pueden asimilar el CO, y formar moléculas 
de cuatro carbonos a bajo CO, ambiental y llevarlo al interior de las células 

de la vaina fascicular. Las células de la vaina fascicular contienen abundantes 
cloroplastos y son los sitios de fotosíntesis y sacarosa. La sacarosa es llevada al 


a que la enzima de C, fosfoenolpiruvato carboxilasa tiene una mayor 
afinidad por el CO, que la rubisco en el ciclo de Calvin. Sin embargo, 
en el proceso cíclico de C,, un ATP es convertido a un AMP (para ge- 
nerar fosfoenolpiruvato a partir de piruvato); así, la eficiencia general 
de la producción fotosintética de azúcares a partir de NADPH y ATP 
es menor que la existente en las plantas C,, que utilizan solo el ciclo de 
Calvin para la fijación de CO,. No obstante, las velocidades netas de 
fotosíntesis para las plantas C,, tales como el maíz o la caña de azúcar, 


resto de la planta a través del floema. En las plantas C,, que carecen de células 
de la vaina fascicular, el ciclo de Calvin funciona en las células mesóflas para 
fijar CO,. (b) La enzima clave en la vía C, es la fosfoenolpiruvato carboxilasa, 
que asimila el CO, para formar el oxalacetato en las células mesófilas. La 
descarboxilación del malato u otros intermediarios C, en las células de la vaina 
fascicular liberan CO,, que entra en el ciclo de Calvin estándar (véase la Fig. 
12-46, arriba). 


pueden ser dos a tres veces las velocidades de las plantas C, como el 
trigo, el arroz o la avena, debido a la eliminación de las pérdidas de la 
fotorrespiración. 

De los dos productos de hidratos de carbono de la fotosíntesis, el 
almidón permanece en las células mesófilas de las plantas C, y de las cé- 
lulas de la vaina fascicular en las plantas C,. En estas células el almidón 
es sometido a glucólisis, principalmente en la oscuridad, formando 
ATP, NADH y pequeñas moléculas que son usadas como monómeros 
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12.7 Metabolismo del CO2 durante la fotosíntesis 


para la síntesis de aminoácidos, 


lípidos y otros constituyentes celulares. 
La sacarosa, 


por el contrario, es exportada de las células fotosintéticas y 
transportadas a través de toda la planta. 


CONCEPTOS CLAVES de la Sección 12.7 


Metabolismo del CO, durante la fotosíntesis 


* En el ciclo de Calvin, el CO, se fija en moléculas orgánicas en una 
serie de reacciones que se producen en el estroma de los cloroplastos. 
La reacción inicial, catalizada por la rubisco, forma un intermediario 
de tres carbonos. Algunos de los gliceraldehídos 3-fosfato generados 


en el ciclo son transportados al citoso] y convertidos en sacarosa (véase 
la Fig. 12-46). 


* La activación dependiente de la luz de diversas enzimas del ciclo de 
Calvin y otros mecanismos, incrementa la fijación de CO, en la luz. El 
estado redox del estroma cumple un papel en esta regulación tal como 


lo es la regulación de la actividad de la rubisco por parte de la rubisco 
activasa. 


* En la planta C,, una fracción sustancial del CO, fijado por el Ciclo de 
Calvin se puede perder como consecuencia de la fotorrespiración, una 
reacción derrochadora catalizada por la rubisco que está favorecida a 
concentraciones bajas de CO, y altas de O, (véase la Fig. 12-47). 


* En las plantas C,, el CO, es fijado inicialmente en las células mesófilas 
externas por reacción con el fosfoenolpiruvato. Las moléculas de cua- 
tro carbonos así generadas son enviadas al interior de las células de la 
vaina fascicular, donde el CO, es liberado y luego usado en el ciclo de 
Calvin. La velocidad de la fotorrespiración en las plantas C , es mucho 
menor que la de las plantas C,. 


Perspectivas para el futuro 


Aunque los procesos generales de fotosíntesis y oxidación mitocon- 
drial son bien comprendidos, faltan por descubrirse muchos deta- 
lles importantes. Por ejemplo, mientras que se está comenzando a 
determinar de manera creciente estructuras de alta resolución de 
los complejos y de los supercomplejos, quedan por ser establecidos 
muchos de los detalles mecánicos que subyacen a la función y regu- 
lación de las cadenas de transporte de electrones y sus reacciones 
asociadas (translocación de protones, generación de oxígeno, etc.). 
El movimiento más allá de este cuadro estático de estas estructuras 
notablemente complejas requiere de análisis biofísicos adicionales 
sobre la dinámica que subyace a sus actividades. Por ejemplo, no sa- 
bemos con certeza la vía que toman los protones durante el bombeo 
de protones de algunos complejos transportadores de electrones. 
Aunque el mecanismo de unión-cambio para la síntesis de ATP 
por parte del complejo F,F, es aceptado en la actualidad, no se sabe 
con precisión cómo están acoplados los cambios conformacionales 
en cada subunidad Bf a la unión cíclica del ADP y P, la formación del 
ATP y luego a la liberación del ATP. Tampoco se han definido los de- 
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talles de la vía de movimiento de protones a través del anillo « 
más, quedan muchos interrogantes acerca del mecanismo de Ñ 
preciso del transporte de proteínas en la membrana Mitocong, 
interna y de cloroplastos que cumplen funciones clave e, la eo 
lación oxidativa y la fotosíntesis. ió 

En la actualidad, se sabe que la liberación del citocromo te 
proteínas desde el espacio intermembrana de la mitocondria É > 
citosol cumple una función importante en el desencadena Mie 
la apoptosis (Cap. 21). Ciertos miembros de la familia Be]. 
proteínas apoptósicas y los canales iónicos localizados en Parte en |, 
membrana mitocondrial externa participan de este proceso. Las con. 
secuencias entre el metabolismo energético y los mecanismo, Que 
subyacen a la apoptosis permanecen sin ser clarificados. 

El reconocimiento de la década pasada acerca de la IMPOrtancia 
de las dinámicas mitocondriales (p. ej., fusión y fisión) de la función 
mitocondrial ha sentado las bases para el análisis genético mo; 
lar detallado de estos procesos. Se han identificado varios de Cstos 
elementos clave en la fisión y la fusión, pero queda por descubrir 
muchos componentes adicionales y el mecanismo de estos proc.s,, 
complejos, como la fusión coordinada de las membranas inter;a, 
entre sí y de las membranas externas entre sí, aguarda ser elucida¿o, 

La función de las especies reactivas del oxígeno (ROS) constituye 
un área activa de investigación en biología. Actualmente se cree que 
el estrés celular mediado por ROS cumple una función en muchas 
enfermedades y continuará siendo un área importante de investiga- 
ción en los años entrantes. Además de su función en el estrés oxi- 
dativo celular, las ROS también pueden servir como moléculas de 
señalización que alteran la expresión de genes nucleares, a veces lla- 
mado señalización retrógrada. Parece ser que ROS y otras moléculas 
pequeñas liberadas a partir de la mitocondria y los cloroplastos se 
pueden usar para informar al núcleo acerca del estado metabólico de 
cada orgánulo y así permitir la regulación adecuada de la expresión 
génica en respuesta. En algunos casos esto involucra la activación 
compensatoria de genes de protección. En otros, puede involucrar 
el incremento o la disminución de la producción de proteínas codi- 
ficadas en el núcleo para asegurar el adecuado funcionamiento del 
orgánulo. Queda por determinar los mecanismos de estas vías de se- 


ñalización, que en algunos casos implica reacciones redox con tioles 
sobre moléculas de señalización. 


Ade. 


ACA e 
Mto de 
de las 


Como comprendemos mejor los mecanismos que subyacen a la 
fotosíntesis, en particular la acción de la rubisco (tanto su regula- 
ción y su influencia sobre la fotosíntesis y el metabolismo general del 
cloroplasto), es probable que seamos capaces de explotar estas ideas 
para mejorar los rendimientos de los cultivos a fin de proporcional 
alimento abundante y económico a todos los que lo necesitan. 
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Revisión de los conceptos 


1. La fuerza protón-motriz (pmf) es esencial para la función de las 
mitocondrias y de los cloroplastos. ¿Qué produce la pmf y cuál es la 
relación con el ATP? El compuesto 2,4-dinitrofenol (DNP), que se uti- 
lizó en las píldoras para adelgazar en la década de 1930 pero que más 
tarde se demostró que tienen efectos colaterales nocivos, permite a los 
protones difundir a través de la membrana. ¿Por qué es peligroso con- 
sumir DNP? 

2. La membrana mitocondrial interna presenta todas las característi- 
cas fundamentales de la membrana celular, pero también tiene varias 
características únicas que están muy asociadas con su función en la 
fosforilación oxidativa. ¿Cuáles son estas características Únicas? ¿Cómo 
contribuyen a la función de la membrana interna? 


3. La producción máxima de ATP a partir de glucosa involucra las reac- 
ciones de la glucólisis, el ciclo del ácido cítrico y la cadena de transporte 
de electrones. ¿Cuáles de estas reacciones requieren O, y por qué? ¿Cuá- 


les, en ciertos organismos o trastornos fisiológicos, pueden proceder en 


ausencia de O,? 

a extracción continua de energía a partir 
l catabolismo de la glucosa es 
ra que la glucólisis 


4. La fermentación permite 1 
de la glucosa, en ausencia de oxígeno. Si e 
anaerobio, ¿por qué la fermentación es necesaria pa 


continúe? 

5. Describa el proceso paso a paso por el cual los electrones, a partir del 
catabolismo de la glucosa en el citoplasma, son transferidos a la cade- 
na de transporte de electrones en la membrana mitocondrial interna. 
En su respuesta, note si la transferencia de electrones en cada paso es 


directa o indirecta. 


6. La oxidación mitocondrial de los ácidos grasos es la principal fuente 


de ATP, incluso los ácidos grasos se pueden oxidar en cualquier lugar. 
además de la mitocondria, puede oxidar los ácidos 


¿Qué otro orgánulo, oa 
ntal entre la oxidación que se 


grasos? ¿Cuál es la diferencia fundame. 
produce en este orgánulo y la oxidación mitocondrial? 


7. Cada uno de los citocromos en la mitocondria contiene grupos pros- 
téticos. ¿Qué es un grupo prostético? ¿Qué tipo de grupo prostético está 
asociado con los citocromos? ¿Qué propiedad de los diversos cromoso- 


mas asegura el flujo electrónico unidireccional a lo largo de la cadena 


de transporte de electrones? 


8. La cadena de transporte de electrones consiste en una cantidad de 


complejos multiproteicos, que funcionan en conjunción para pasar los 
electrones desde un aceptor de electrones como el NADH hasta el O,. 
¿Cuál es la función de estos complejos en la síntesis de ATP? Se ha de- 
mostrado que los supercomplejos de la respiración contienen todos los 
componentes proteicos necesarios para la respiración. ¿Por qué esto es 
beneficioso para la síntesis de ATP y cuál es una de las formas en que se 
demuestra experimentalmente la existencia de los supercomplejos? La 
coenzima Q (CoQ) no es una proteína, pero es una molécula hidrófoba 
pequeña. ¿Por qué es importante para el funcionamiento de la cadena 
de transporte de electrones que el CoQ sea una molécula hidrófoba? 


9. Se estima que cada par de electrones donados por el NADPH lle- 
va a la síntesis de aproximadamente tres moléculas de ATP, mientras 
que cada par de electrones donados por el FADH, lleva a la síntesis 
aproximada de dos moléculas de ATP. ¿Cuál es la razón subyacente en 
la diferencia de rendimiento para los electrones donados por el FADH, 
versus el NADH? 


10. Describa las principales funciones de los diferentes componentes 
de la enzima ATP sintasa en la mitocondria. Una enzima estructural- 
mente similar es responsable de la acidificación de los lisosomas y los 
endosomas. Sobre la base de lo que usted conoce acerca del mecanismo 
de la síntesis de ATP, explique cómo podría ocurrir esta acidificación. 


11. Gran parte de lo que se sabe acerca de la ATP sintasa proviene de la 
investigación sobre las bacterias aerobias. ¿Qué es lo que hace a estos 
organismos útiles para esta investigación? ¿Dónde ocurren las reaccio- 
nes de la glucólisis, el ciclo del ácido cítrico y la cadena de transporte 
de electrones en estos organismos? ¿Dónde se genera la pmf en las bac- 
terias aerobias? ¿Qué otros procesos celulares dependen de la pmf en 
estos organismos? 

12. Una función importante de la membrana mitocondrial interna es la 
de proporcionar una barrera selectivamente permeable al movimiento 
de moléculas solubles en agua y así generar diferentes ambientes quí- 
micos sobre el lado de la membrana. Sin embargo, muchos de los sus- 
tratos y productos de la fosforilación oxidativa son solubles en agua y 
deben cruzar la membrana interna. ¿Cómo se produce este transporte? 


13. El ciclo Q cumple una función importante en la cadena de trans- 
porte de electrones de las mitocondrias, los cloroplastos y las bacte- 
rias. ¿Cuál es la función del ciclo Q y por qué el mismo lleva a cabo 
su función? ¿Qué componentes del transporte de electrones participan 
en el ciclo Q en las mitocondrias, en las bacterias púrpuras y en los 


cloroplastos? 


14. Verdadero o Falso: Como el ATP es generado en los cloroplastos, las 
células capaces de sufrir fotosíntesis no necesitan mitocondrias. Expli- 
car. Nombre y describa la idea que explica cómo las mitocondrias y los 
cloroplastos se cree que se originaron en las células eucariontes. 


15. Escriba las reacciones generales de la fotosíntesis generadora de oxí- 
geno. Explique la siguiente afirmación: el O, generado por la fotosín- 
tesis es simplemente un subproducto de la vía que genera los hidratos 
de carbonos y el ATP. 


16. La fotosíntesis se puede dividir en múltiples etapas. ¿Cuáles son las 
etapas de la fotosíntesis y dónde se produce cada una dentro del clo- 
roplasto? ¿Dónde se genera la sacarosa producida por la fotosíntesis? 
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Revisión de los conceptos 


17. Los fotosistemas responsables de la absorción de energía luminosa 
están compuestos cada uno de dos componentes conectados, el centro 
de reacción y un complejo antena. ¿Cuál es la composición de los pig- 
mentos y la función de cada componente en el proceso de absorción de 
luz? ¿Qué evidencia existe acerca de que los pigmentos encontrados en 
estos componentes están involucrados en la fotosíntesis? 


18. La fotosíntesis en las bacterias púrpuras y verdes no produce O.. 
¿Por qué? ¿De qué forma estos organismos aún utilizan la fotosín- 
tesis para producir ATP? ¿Qué moléculas sirven como donantes en 
estos organismos? 


19. Los cloroplastos contienen dos fotosistemas. ¿Cuál es la función 
de cada uno? Para que el flujo lineal de electrones, haga un diagrama 
del flujo de electrones desde la absorción de un fotón hasta la for- 
mación de NADPH. ¿Qué se sintetiza con la energía almacenada en 
la forma de NADPH? 


20. Las reacciones del ciclo de Calvin que fijan CO, no funcionan en 
la oscuridad. ¿Cuáles son las razones posibles para esto? ¿Cómo es 
que estas reacciones son reguladas por la luz? 


21. La rubisco, que puede ser la proteína más abundante sobre la 
tierra, cumple una función en la síntesis de hidratos de carbono en 
los organismos que utilizan fotosíntesis. ¿Qué es la rubisco, dónde se 
localiza y qué función cumple? 


Análisis de los datos 


Un gradiente de protones se puede analizar con colorantes fluores- 
centes cuyos perfiles de intensidad de emisión dependen del pH. Uno 
de los colorantes más útiles para medir el gradiente de pH a tra- 
vés de las membranas mitocondriales es el fluorocromo insoluble al 
agua, impermeable a las membranas 2*,7”-bis-(2-carboxietil)-5(6)- 
carboxifluoresceína (BCECF). El efecto del pH sobre la intensidad 
de emisión del BCECF, excitado a 505 nm, se muestra en la figura 
que acompaña. En un estudio, las vesículas selladas conteniendo este 
compuesto se prepararon mezclando membranas mitocondriales in- 
ternas aisladas, sin sellar con BCECF; después de resellar las mem- 
branas, se recolectaron las vesículas por centrifugación y se las volvió 
a suspender en un medio no fluorescente. 

a. Cuando estas vesículas se incuban en un buffer fisiológico 
conteniendo NADH, ADP, P, y O,, la fluorescencia de BCECF atra- 
pada adentro gradualmente disminuía en intensidad. ¿Qué sugiere 
esta disminución en intensidad de fluorescencia acerca de dicha pre- 
paración vesicular? 

b. ¿Cómo espera usted que las concentraciones de ADP, P, y O, 
cambien durante el transcurso del experimento descrito en la parte 
a? ¿Por qué? 

c. Después de que las vesículas se incubaron en buffer contenien- 
do ADP, P y O, durante un período de tiempo, la adición de dinitro- 
fenol causó un incremento en la fluorescencia de BCECF. Por el con- 
trario, la adición de valinomicina produjo solo un efecto transitorio. 
Explique estos hallazgos. 

d. ¿Qué resultados esperaría ver si la fuente de la membrana mi- 
tocondrial fuera la mitocondria de la grasa parda? Explicar. 

e. Los cloroplastos también se podrían utilizar como una fuente 
de membranas en un experimento similar (como en la parte a) que 
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involucre al BCECF. En este caso ¿de qué membrana estaría rodeado 
el BCECF? ¿Cómo sería el cambio de fluorescencia con la adición de 
luz, ADP y P? 
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Fotomicrografía de Ñuorescencia de una célula de mamífero en cultivo 
que muestra la distribución del retículo endoplasmático (verde), 


(COS-7) 
el aparato de 
Golgi (rojo) y el núcleo (azul). Las proteínas de secreción recién sintetizadas 


primero se dirigen hacia el RE, donde se pliegan y se modifican antes de ser 
exportadas al Golgi, para su clasificación a destinos corriente abajo. ( 
Jennifer Lippincott-Schwartz y Prasanna Satpute.) 


Cortesía de 


Una célula de mamífero típica contiene hasta 10 000 tipos de pro- 
teínas diferentes; una levadura, aproximadamente 5 000. La gran ma- 
yoría de estas proteínas son sintetizadas por ribosomas citosólicos, y 
muchas permanecen dentro del citosol (Cap. 4). Sin embargo, hasta 
la mitad de las diferentes clases de proteínas producidas en una célula 
típica son enviadas a uno u otro de los diferentes orgánulos rodeados 
por membrana dentro de la célula o a la superficie celular. Por ejem- 
plo, muchas proteínas receptoras y proteínas transportadoras deben 
ser enviadas a la membrana plasmática, algunas enzimas hidrosolubles, 
como las RNA y las DNA polimerasas, deben ser dirigidas al núcleo; y 
los componentes de la matriz extracelular, así como las enzimas diges- 
tivas y las moléculas de señalización polipeptídicas, deben dirigirse a 
la superficie celular para ser secretadas desde la célula. Estas y todas las 
otras proteínas producidas por una célula deberán alcanzar sus ubica- 
ciones correctas para que la célula funcione adecuadamente. 

El envío de proteínas recién sintetizadas a sus destinos celulares 
adecuados, habitualmente conocida como direccionamiento o clas ca- 
ción de proteínas, comprende dos tipos de procesos muy distintos: un 
direccionamiento basado en señales y un tránsito basado en vesículas. 
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El primer proceso general implica el direccionamiento de una proteína 
recién sintetizada desde el citoplasma a un orgánulo intracelular. Esto 
puede ocurrir durante la traducción o poco después de que se haya 
completado la síntesis de la proteína. Para las proteínas de membrana, 
el direccionamiento conduce a la inserción de la proteína dentro de 
la bicapa lipídica de la membrana, mientras que en las proteínas hi- 
drosolubles el direccionamiento lleva a la translocación de la proteína 
completa a través de la membrana al interior acuoso del orgánulo. Las 
proteínas son clasificadas al retículo endoplasmático (RE), las mito- 
condrias, los cloroplastos, los peroxisomas y el núcleo mediante este 
proceso general (Fig. 13-1). 

El segundo proceso general de clasificación se conoce como la 
vía secretora e implica el transporte de proteínas desde el RE a su 
destino final, dentro de las vesículas rodeadas por membrana. Para 
muchas proteínas, incluso las que constituyen la matriz extracelular, 
el destino final es el exterior de la célula (de allí el nombre); las pro- 
teínas integrales de la membrana también son transportadas al Golgi, 
los lisosomas y la membrana plasmática mediante este proceso. La 
vía secretora comienza en el RE; así, todas las proteínas que han sido 
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VÍA SECRETORA 
Figura 13-1 Resumen de las principales vías de clasificación de las 
proteínas en los eucariontes. Todos los mRNA codificados en el núcleo se 
traducen en ribosomas citosólicos. Derecha (vías no secretoras): la síntesis de 
proteínas que carecen de una secuencia de señalización RE se completa en 
los ribosomas libres (paso MM). Las proteínas que no contienen secuencia de 
direccionamiento son liberadas en el citosol y permanecen allí (paso ED. Las 
proteínas con una secuencia específica para orgánulo (rosado) primero son 
liberadas al citosol (paso EJ) y luego son importadas a las mitocondrias, cloro- 
plastos, peroxisomas o el núcleo (pasos EHB). Las proteínas de las mitocondrias 
y de los cloroplastos típicamente atraviesan las membranas externa e interna 
para ingresar en la matriz o en el espacio del estroma, respectivamente. Otras 


seleccionadas para ingresar en la vía secretora, inicialmente, están di- 
reccionadas hacia ese orgánulo. 

El eee naento hacia el RE, por lo general, incluye las proteí- 
nas nacientes aún en proceso de síntesis, en un ribosoma. Las proteí- 
nas recién sintetizadas son expulsadas desde el ribosoma directamente 
al interior de la membrana del RE. Una vez translocadas a través de 
la membrana del RE, las proteínas se ensamblan en su conformación 
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Mitocondria 


Membrana 
externa 


Cloroplasto 


proteínas son seleccionadas para otros subcompartimentos de estos orgá- 
nulos por pasos adicionales de clasificación. Las proteínas nucleares entran 
y salen a través de poros visibles en la envoltura nuclear. Izquierda (vía de 
secreción): Los ribosomas que sintetizan proteínas nacientes en la vía secreto” 
ra se dirigen hacia el retículo endoplasmático (RE) rugoso por una secuencia 
de señalización (rosado; pasos MM, EJ). Después de que se ha completado la 
traducción sobre el RE, estas proteínas pueden desplazarse por medio de 
vesículas de transporte hacia el complejo de Golgi (paso EJ). La clasificación 
adicional envía proteínas a la membrana plasmática o a los lisosomas (paso 
ER) 3). Los procesos que emplean vesículas corresponden a la vía secretorá 
(pasos EJ A, recuadro sombreado) y se analizan en el Capítulo 14. 


nativa mediante los catalizadores del plegamiento proteico presentes 
en la luz del RE. De hecho, el RE es la localización en la que ie 
madamente un tercio de las proteínas de una célula típica S€ pliega ? 
sus conformaciones nativas, y la mayoría de las proteínas residentes q 
RE —de un modo directo o indirecto- contribuyen al proceso de ple 
gamiento. Como parte de dicho proceso, las proteínas también ca 
modificaciones postraduccionales específicas en el RE. Estos proces% 


€ 


o cuidadosamente controlados y solo AEipuES de que se han comple- 

e 2] plegamiento y el ensamblaje, las proteínas son transportadas 

ta Dl del RE hacia otros destinos. Aquellas cuyo destino final es 

GlE: los lisosomas, la HiCRLDRANa plasmática o el exterior celular 

soN transportadas a lo largo de la vía secretora mediante la acción de 

pequeñas vesículas que brotan desde la membrana de un orgánulo y, 
go, se fusionan COn la membrana de otro (véase la Fig. 13-1, recuadro 
sombreado). En el siguiente capítulo, analizaremos el tránsito de proteí- 
e mediante vesículas porque su mecánica difiere significativamente 
del direccionamiento de proteínas que no depende de vesículas al inte- 
rior de los orgánulos intracelulares. 

En este capítulo, examinamos el modo en que las proteínas se di- 
reccionan hacia cinco orgánulos intracelulares: el RE, las mitocondrias, 
Jos cloroplastos, los peroxisomas y el núcleo. Dos características de este 
proceso de direccionamiento de las proteínas, inicialmente, fueron bas- 
tante desconcertantes: de qué manera una proteína determinada podía 
dirigirse solo a una membrana específica y de qué modo las moléculas 
proteicas hidrófilas relativamente grandes podían ser translocadas a 
través de una membrana hidrofóbica sin romper la bicapa como barre- 
ra para los ¡ones y las moléculas pequeñas. Empleando una combina- 
ción de métodos bioquímicos de purificación y técnicas de detección 
genética para identificar mutantes incapaces de ejecutar pasos de trans- 
locación particulares, los biólogos celulares han identificado muchos 
de los componentes celulares necesarios para la translocación a través 
de cada una de las diferentes membranas intracelulares. Además, nu- 
merosos procesos de translocación centrales de la célula se han recons- 
tituido con el empleo de componentes proteicos purificados incorpo- 
rados a bicapas lipídicas artificiales. Estos sistemas in vitro pueden ser 
manipulados experimentalmente con libertad. 

Estos estudios han mostrado que, a pesar de ciertas variaciones, los 
mismos mecanismos básicos rigen la clasificación de todas las proteínas 
en todos los orgánulos intracelulares. Sabemos ahora, por ejemplo, que 
la información para dirigir una proteína a un destino particular en un 
orgánulo está codificada en la secuencia de aminoácidos de la propia 

proteína, por lo general, dentro de las secuencias de aproximadamente 
20 aminoácidos, conocidas genéricamente como secuencias señal (véa- 
se la Fig. 13-1); éstas también se denominan secuencias de captación- 
direccionamiento o péptido señal. Estas secuencias de direccionamiento 
habitualmente se presentan en el extremo N-terminal de una proteína, 
que es la primera parte de una proteína en ser sintetizada. Más raramen- 
te, las secuencias de direccionamiento pueden presentarse en el extremo 
C-terminal o en el interior de una secuencia proteica. Cada orgánulo 
lleva un conjunto de proteínas receptoras que se unen solamente ti- 
pos específicos de secuencias señal, lo que asegura que la información 
codificada en la secuencia señal gobierna la especificidad del direccio- 
namiento, Una vez que una proteína que contiene una secuencia señal 
ha interactuado con el receptor correspondiente, la cadena proteica es 
transferida a cierto tipo de canal de translocación que permite que la 
proteína pase hacia el interior o a través de la bicapa de la membrana. La 
transferencia unidireccional de una proteína al interior de un orgánulo, 
sin volver al citoplasma, habitualmente se logra al acoplar la transloca- 
ción a un proceso energéticamente favorable, como la hidrólisis del GTP 
O del ATP. Después, algunas proteínas se clasifican adicionalmente para 
alcanzar un subcompartimento dentro del orgánulo diana; esta clasifi- 
cación depende también de otras secuencias señal y de otras proteínas 
'eceptoras, Finalmente, las secuencias señal, con frecuencia, son elimi- 
Nadas desde la proteína madura por proteasas específicas, una vez que se 
ha completado la translocación a través de la membrana. 


Para cada uno de los eventos de direccionamiento de las proteínas 
analizados en este capítulo, buscaremos una respuesta a Cuatro pregun- 
tas fundamentales: 


1. ¿Cuál es la naturaleza de la secuencia señal y qué la distingue de otros 


tipos de secuencias señal? 
2. ¿Cuál es el receptor para la secuencia señal? 


3. ¿Cuál es la estructura del canal de translocación que permite la transfe- 
rencia de las proteínas a través de la bicapa de la membrana? En particu- 
lar, ¿el canal es tan estrecho que las proteínas pueden pasar a través de éste 
solo en estado no plegado o acomoda dominios de proteínas plegadas? 


4. ¿Cuál es la fuente de la energía que impulsa la transferencia unidirec- 
cional a través de la membrana? 

En la primera parte del capítulo, cubrimos el direccionamiento de 
las proteínas al RE, incluidas las modificaciones postraduccionales que 
experimentan las proteínas a medida que ingresan en la vía secretora. 
El direccionamiento de las proteínas hacia el RE es el ejemplo mejor 
comprendido de direccionamiento proteico y servirá como patrón del 
proceso en general. Luego, describiremos el direccionamiento de las 
proteínas hacia las mitocondrias, cloroplastos y peroxisomas. Final- 
mente, cubriremos el transporte de las proteínas hacia el interior y al 
exterior del núcleo a través de los poros nucleares. 


13.1 Direccionamiento de las proteínas hacia 
la membrana del RE y a través de ésta 


Todas las células eucariónticas poseen un retículo endoplasmático. El 

RE es un orgánulo grande, con convoluciones, constituido por túbulos 

y sacos aplanados, cuya membrana se continúa con la membrana nu- 

clear. La membrana del RE es el lugar de síntesis de los lípidos celulares 

(Cap. 10), y el RE es el sitio en el que se ensamblan la mayoría de las 

proteínas de la membrana, incluso las de la membrana plasmática y las 

de la membrana de los lisosomas, el RE y el Golgi. Además, todas las 

proteínas solubles que finalmente serán secretadas por la célula —así 
como aquellas destinadas a la luz del RE, el Golgi o los lisosomas— son 
inicialmente enviadas a la luz del RE (véase la Fig. 13-1). Como el RE 
desempeña una función tan importante en la secreción de las proteí- 
nas, nos referimos a la vía del tránsito de proteínas que fluye a través 
del RE como la “vía secretora”. Para simplificar, nos referiremos a todas 
las proteínas inicialmente direccionadas hacia el RE como “proteínas 
de secreción”, pero tendremos en mente que, en realidad, no todas las 
proteínas direccionadas hacia el RE son secretadas desde la célula. 

En esta primera sección, analizaremos el modo en el que las pro- 
teínas son inicialmente identificadas como proteínas de secreción, y de 
qué forma estas proteínas son translocadas a través de la membrana del 
RE. Nos ocuparemos primero de las proteínas solubles —aquellas que 
recorren el camino a través de la membrana del RE, dentro de la luz de 
éste—. En la siguiente sección, analizaremos las proteínas integrales de 
membrana, aquellas que se insertan en la membrana del RE. 


Los experimentos de marcado con pulsos con 
membranas purificadas del RE demostraron que las 
proteínas secretadas atraviesan la membrana del RE 


Aunque todas las células secretan una diversidad de proteínas (p. ej., las 
proteínas de la matriz extracelular), ciertos tipos de células están espe- 
cializadas para secretar grandes cantidades de proteínas específicas. Las 
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FIGURA 13-2 Estructura del RE rugoso. (a) La fotomicrografía electrónica 
de ribosomas unidos al RE rugoso, en una célula acinar del páncreas. La mayo- 
ría de las proteínas sintetizadas por este tipo de células serán secretadas y se 
forman sobre los ribosomas unidos a la membrana. Son evidentes unos pocos 
ribosomas no unidos a la membrana (libres); supuestamente, están sintetizan- 
do proteínas del citosol u otras proteínas que no se secretan. (b) Representa- 
ción esquemática de la síntesis de proteínas en el RE. Nótese que los ribosomas 
unidos a la membrana y los libres en el citosol son idénticos. Los ribosomas 
unidos a la membrana se reclutan en el retículo endoplásmico durante la sínte- 
sis proteica de un polipéptido que contiene una secuencia de señalización RE. 
(La parte [a] es cortesía de G. Palade.) 


células acinares del páncreas, por ejemplo, sintetizan una gran cantidad 
de algunas enzimas digestivas que son secretadas en conductos que las 
conducen al intestino. Como estas células secretoras contienen los or- 
gánulos de la vía secretora (p. ej.. RE y Golgi) en gran abundancia, han 
sido ampliamente utilizadas para estudiar esta vía, incluso los pasos 
iniciales que tienen lugar en la membrana del RE. 
A Pe er 
a fueron comprendidos, inicial- 
mente, mediante experimentos de marcado con pulsos, 
nares pancreáticas. En estas células, los aminoácidos ma 
terial radiactivo son incorporados a las Proteínas secre 


con células aci- 
rcados con ma- 


e 3 tadas, a medida 
que son sintetizadas en los ribosomas unidos a la superficie del RE. La 


porción del RE que recibe las proteínas que ingresan a la vía secretora 
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se conoce como RE rugoso porque está tan densamente tachonag, E 
ribosomas que la morfología de su supesitele se ve distinta de ot 
membranas del RE (Fig. 13-2). A Partir de estos experimentos, se 
reció que durante la síntesis en el apoSanda O e d 
de ésta, las proteínas que serán secretadas se translocan a tray 
membrana del RE a la luz del RE. o 

Para delinear los pasos del proceso de translocación, fue Decesari, 
aislar el RE del resto de la célula. El aislamiento del RE intacto, cy, 
su delicada estructura a modo de un fino encaje y Su intercongyjg 
con otros orgánulos, no es posible. Sin embargo, los científicos des, 
cubrieron que, después de que las células son homogeneizadas, el RE 
rugoso se rompe en pequeñas vesículas cerradas E0n ribosomas en su 
exterior, que se denominan microsomas rugoso; éstos retienen la pa. 
yoría de las propiedades bioquímicas del RE, incluso la capacidad de 
translocar proteínas. Los experimentos ilustrados en la Figura 13.3, en 
los cuales los microsomas aislados de células marcadas con pulsos fye. 
ron tratados con una proteasa, demuestran que aunque las proteínas de 
secreción sean sintetizadas en ribosomas unidos a la cara citosólica de 
la membrana del RE, los polipéptidos producidos por estos ribosomas 
terminan dentro de la luz de las vesículas del RE. Gracias a este tipo de 
experimento, surgió la inquietud acerca de cómo los polipéptidos son 
reconocidos como proteínas que serán secretadas poco después que su 
síntesis comienza y cómo una proteína naciente que será secretada es 
enhebrada a través de la membrana del RE. 


31 
as 
Escla. 
ESPués 
és de la 


Una secuencia de señalización N-terminal 
hidrófoba dirige las proteínas secretoras nacientes 
hacia el RE 


Después de que comienza la síntesis de una proteína secretora en un 
ribosoma libre en el citosol, una secuencia de señalización de 16 a 30 
residuos, en la cadena naciente de la proteína, dirige el ribosoma hacia 
la membrana del RE e inicia la translocación del polipéptido creciente 
a través de la membrana del RE (véase la Fig. 13-1, izquierda). Una se- 
cuencia de señalización de RE típicamente se localiza en el extremo N- 
terminal de la proteína, la primera parte de la proteína que se sintetiza. 
Todas las secuencias de señalización de diferentes proteínas secretoras 
contienen uno o más aminoácidos con carga positiva adyacentes a un 
tramo continuo de 6 a 12 residuos hidrófobos (conocidos como núcleo 
hidrófobo); pero, por lo demás, tienen poco en común. En la mayor parte 
de las proteínas destinadas a la secreción, la secuencia de señalización 5 
escindida de la proteína mientras ésta todavía está creciendo en el ribo- 
soma; de modo tal que las secuencias de señalización casi nunca están 
presentes en las proteínas “maduras” que se encuentran en las células. 
El núcleo hidrófobo en las secuencias de señalización hacia el RE 
es esencial para su función. Por ejemplo, la deleción específica de Y" 
rios de los aminoácidos hidrófobos de una secuencia de señalización 
la introducción de aminoácidos cargados en el núcleo hidrófobo P' 
mutación puede abolir la capacidad del extremo N-terminal de UN 
proteína para funcionar como secuencia de señalización. Como con 
secuencia, la proteína modificada permanece en el citosol, incap2 sl 
atravesar la membrana del RE hacia su luz. Inversamente, las secuenci” 
de señalización pueden ser añadidas a proteínas que normalment* A 
encuentran en el citosol, con el empleo de técnicas de DNA recomb! 
nante. Siempre que la secuencia añadida sea lo suficientemente larga" 
hidrófoba, esta proteína citosólica modificada adquirirá la capa0 y 
de ser translocada hacia la luz del RE. De este modo, los residuos hidró: 
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FIGURA EXPERIMENTAL 13-3 Las proteínas secretoras ingresan en el 

RE. El marcaje de las proteínas demuestra que las proteínas secretoras se locali- 
zan en la luz del RE, poco después de su síntesis. Las células se incuban durante 
un lapso breve con aminoácidos radiomarcados, de modo tal que solo las 
proteínas recién sintetizadas quedan marcadas. Luego, las células se homoge- 
nizan, se fractura la membrana plasmática y se Corta el RE rugoso en vesículas 
pequeñas denominadas microsomas. Puesto que poseen ribosomas unidos, los 
microsomas tienen una densidad de flotación mucho mayor que otros orgá- 
nulos con membrana y pueden separarse de éstos mediante una combinación 
de centrifugación diferencial y centrifugación por densidad, en gradiente de 
sacarosa (Cap. 9). Los microsomas purificados son tratados con Una proteasa, 
en presencia de un detergente o sin éste. Las proteínas secretoras marcadas 
asociadas con los microsomas son digeridas por la proteasa solo si, primero, la 
Darrera de permeabilidad de la membrana de los microsomas se destruye por 
tratamiento con el detergente. Este hallazgo indica que las proteínas recién 
5intetizadas se encuentran dentro de los microsomas, el equivalente a la luz del 
RE rugoso. 


fobos en el núcleo de las secuencias de señalización hacia el RE forman 
Un sitio de unión que resulta crítico para la interacción de las secuen- 
Clas de señalización con la maquinaria causante del direccionamiento 


dela proteína hacia la membrana del RE. 
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FIGURA EXPERIMENTAL 13-4 La traducción y la translocación se pro- 
ducen simultáneamente. Los experimentos libres de célula demuestran que 
la translocación de las proteínas secretoras en los microsomas está acoplada a 
la traducción. El tratamiento de los microsomas con EDTA, que quela los iones 
Mg?*, los separa de los ribosomas a los que están asociados, lo que permi- 

te el aislamiento de microsomas sin ribosomas, que son equivalentes a las 
membranas del RE (véase la Fig. 13-3). La síntesis proteica es llevada a cabo en 
un sistema libre de células que contiene ribosomas funcionales, tRNA, ATP, GTP 
y enzimas citosólicas a las cuales se añade mRNA que codifica una proteína 
secretora. La proteína se sintetizará en ausencia de microsomas (a), pero se 
translocará a través de la membrana de las vesículas y perderá su secuencia 
de señalización (esto da como resultado una disminución del peso molecular) 
solo si hay microsomas presentes durante la síntesis proteica (b). 


Los estudios bioquímicos que utilizan el sistema de síntesis de pro- 
teínas libre de células, el mRNA que codifica una proteína que será se- 
cretada y los microsomas desnudos de sus ribosomas unidos han per- 
mitido discernir la función y el destino de las secuencias de señalización 
del RE. Los experimentos iniciales, realizados en este sistema, demos- 
traron que una proteína típica que será secretada está incorporada a los 
microsomas y que su secuencia de señalización es eliminada solo si los 
microsomas están presentes durante la síntesis proteica. Si los micro- 
somas se añaden al sistema después de que se ha completado la síntesis 
de la proteína, no hay transporte de la proteína hacia el interior de los 
microsomas (Fig. 13-4). Posteriormente, se diseñaron experimentos 
para determinar la etapa precisa de la síntesis de proteínas en la cual 
deben estar presentes los microsomas para que se produzca la translo- 
cación. En estos experimentos, se añadieron microsomas a la mezcla de 
reacción en diferentes momentos, después de que se había iniciado la 
síntesis de proteínas. Dichos experimentos mostraron que los microso- 
mas deben añadirse antes de que se hayan traducido aproximadamente 
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¿) ARCHIVO DE AUDIO (INGLÉS): Estructura y función de la partícula de reconocimiento de la señal en la translocaciór, 


de las proteínas 


FIGURA 13-5 Estructura de la partícula de reconocimiento de la señal 
(PRS). (a) Dominio de unión a la secuencia de señalización: la proteína 
bacteriana Ffh es homóloga a la porción de P54 que une las secuencias de 
señalización del RE. Este modelo de superficie muestra el dominio de unión en 
la Ffh, que contiene una gran hendidura tapizada con aminoácidos hidrófobos 
(púrpura) cuyas cadenas laterales interactúan con las secuencias de señaliza- 
ción. (b) Dominio que une GTP y receptor: la estructura del GTP unido a FtsY (el 
homólogo bacteriano de la subunidad a del receptor PRS) y las proteínas Ffh 
ilustra el modo en el que la interacción entre estas proteínas está controlada 
por la unión de GTP y su hidrólisis. Tanto Ffh como FtsY pueden unirse a una 
molécula de GTP y, cuando la Ffh y la FtsY se unen entre sí, las dos moléculas 
de GTP unidas encajan en la interfase, entre las subunidades proteicas, y estabi- 
lizan el dímero. El ensamblado de este dimero semisimétrico permite la forma- 
ción de dos sitios activos para la hidrólisis de ambas moléculas de GTP unidas. 
La hidrólisis de GDP desestabiliza la interfase, lo que provoca el desensamblaje 
del dímero. (La parte [a] adaptada de R. J. Keenan y cols, 1998, Cell 94:181. La parte [b] adaptada de P. 
J. Focia y cols., 2004, Science 303:373.) 


o PP 


los primeros 70 aminoácidos para que la proteína que será secretada se 
localice en la luz del microsoma. En ese momento, los primeros 40 ami- 
noácidos sobresalen del ribosoma, incluso la secuencia de señalización 
que posteriormente será cortada, y aproximadamente los 30 aminoáci- 
dos restantes aún se encuentran dentro de un canal del ribosoma (véase 
la Fig. 4-26). Así, el transporte de la mayor parte de las proteínas que 
serán secretadas en la luz del RE comienza mientras la proteína, aún 
sintetizada de forma incompleta (naciente), se encuentra todavía unida 
al ribosoma, un proceso denominado translocación cotraduccional. 


La translocación cotraduccional se inicia 
con dos proteínas que hidrolizan GTP 


Como las proteínas que serán secretadas se sintetizan en asociación con 
la membrana del RE, pero no con otra membrana celular, debe haber 
un mecanismo de reconocimiento de la secuencia de señalización que 
las dirija hacia allí. Los dos componentes clave en este direccionamiento 
son la partícula de reconocimiento de señal (PRS) y su receptor, locali- 
zado en la membrana del RE. La partícula de reconocimiento de señal es 
una partícula ribonucleoproteica citosólica que, de manera transitoria, se 
une tanto a la secuencia de señalización del RE de una proteína naciente 
como a la subunidad ribosómica grande y forma un complejo grande; 
luego, la partícula de reconocimiento de señal direcciona el complejo 
proteína naciente-ribosoma hacia la membrana del RE, al unirse al re- 
ceptor de la partícula de reconocimiento de señal de la membrana. 

La partícula de reconocimiento de señal está constituida por seis pro- 
teínas unidas a un RNA de 300 nucleótidos, que actúa como un andamio 
para un hexámero. Una de las proteínas de la partícula de reconocimiento 
de señal (P54) puede entrecruzarse químicamente con las secuencias de 
señalización del RE, lo que indica que ésta es la subunidad que se une a la 
secuencia de señalización en la proteína naciente que será secretada. Una 
región de la P54 denominada dominio M, que contiene mucha metionina 
y otros residuos de aminoácido con cadenas laterales hidrófobas, presen- 
ta una grieta cuya superficie interna está tapizada con cadenas laterales 
hidrófobas (Fig. 13-5a). El núcleo hidrófobo del péptido señal se une a 
esta grieta por medio de interacciones hidrófobas. Otros polipéptidos de 
la partícula de reconocimiento de señal interactúan con el ribosoma o son 
necesarios para la translocación de la proteína a la luz del RE. 
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La partícula de reconocimiento de señal lleva el complejo cadena 
naciente-ribosoma hacia la membrana del RE al fijarse al receptor de 
dicha partícula, una proteína integral de la membrana del RE const 
tuida por dos subunidades: una subunidad O. y una subunidad p, más 
pequeña. La interacción del complejo partícula de reconocimiento de 
señal/cadena naciente/ribosoma con el receptor de la partícula de re- 
conocimiento de señal se ve reforzada, tanto por la subunidad P 54 de 
la partícula de reconocimiento de señal como por la subunidad 0: del 
receptor de dicha partícula, cuando se unen al GTP. La estructura de la 
subunidad P54 y el receptor de la subunidad o: (FtsY) de la particub 
de reconocimiento de señal, en la arqueobacteria Thermus aquatició 
ponia conocimiento acerca de cómo un ciclo de unión de GTPy% id 
drólisis Puede impulsar la unión y la disociación de estas proteínas pl 
Figura 13-5b muestra que P54 y FtsY se unen, cada uno, a una moléci” 
única de GTP para formar un heterodímero seudosimétrico. Ningu0” 
subunidad sola contiene un sitio activo completo para la hidrólisis” 
GTP, pero cuando las dos proteínas se juntan, forman dos siti0S acu 
completos capaces de hidrolizar ambas moléculas de GTP unidas 
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0 ANIMACIÓN FOCALIZADA: Síntesis de las proteínas secretadas unidas a la membrana 
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FIGURA 13-6 Translocación cotraduccional. Pasos fl, El una vez que la 
secuencia de señalización RE emerge del ribosoma, se une por una partícula de 
reconocimiento de la señal (PRS). Paso EX la PRS entrega el complejo ribosoma/ 
polipéptido naciente al receptor PRS, en la membrana del RE. Esta interacción 

se ve reforzada por la unión de GTP tanto a la PRS como a su receptor. Paso EX 
transferencia del ribosoma/polipéptido naciente al translocón, que conduce a la 
apertura de su canal de translocación e inserción de la secuencia de señalización 
y del segmento adyacente del polipéptido creciente al poro central. Tanto la 

PRS como el receptor de PRS, una vez disociados del translocón, hidrolizan su 
GTP unido y luego están listos para iniciar la inserción de otra cadena polipeptí- 
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dica. Paso EX a medida que la cadena polipeptídica se alarga, pasa a través del 
canal del translocón hacia la luz del RE, donde la secuencia de señalización es 
cortada por la peptidasa señal y rápidamente degradada. Paso EX la cadena 
peptídica continúa alargándose a medida que el mRNA se traduce hacia el 
extremo 3'terminal. Como el ribosoma está unido al translocón, la cadena 
creciente es expulsada a través del translocón hacia la luz del RE. Pasos H, EX 
una vez que se ha completado la traducción, el ribosoma se libera, el resto de 
la proteína es extraída a la luz del RE, el translocón se cierra y la proteína asume 
la conformación plegada nativa. 


La Figura 13-6 resume nuestro conocimiento actual acerca de la sín- 
tesis de proteínas que serán secretadas, así como la función de la partícula 
de reconocimiento de señal y de su receptor, en este proceso. La hidrólisis 
del GTP unido acompaña el desensamblaje de la partícula de reconoci- 
miento de señal y del receptor de esta y, en un modo que aún no se com- 
prende, inicia la transferencia de la cadena naciente y del ribosoma a un 
sitio de la membrana del RE, donde puede producirse la translocación. 
Después de disociarse una de la otra, la partícula de reconocimiento de 
señal y su receptor liberan cada uno— su GDP unido, la partícula de 
"conocimiento de señal se recicla en el citosol y ambas están listas para 
iniciar otro ciclo de interacción entre los ribosomas que sintetizan Pro- 
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13.1 Direccionamiento de las proteínas hacia la membrana del RE y 


la membrana del RE, el ribosoma y la cadena naciente rápidamente 
son transferidos al translocón, un complejo de proteínas que forma un 
canal embebido dentro de la membrana del RE. A medida que conti- 
núa la traducción, la cadena en crecimiento pasa directamente desde la 
subunidad ribosómica grande al poro central del translocón. La subu- 
nidad ribosómica 60S está alineada con el poro del translocón de modo 
tal que la cadena creciente nunca queda expuesta al citoplasma y se 
evita que se pliegue hasta que alcance la luz del RE (véase la Fig. 13-6). 

El translocón fue identificado inicialmente por mutaciones en el 
gen de la levadura que codifica la Sec6lat, que causan un bloqueo en 
la translocación de las proteínas secretoras al interior de la luz del RE. 
Posteriormente, se encontró que tres proteínas denominadas complejo 
Sec61 formaban el translocón de los mamíferos: Secóla, una proteí- 
na integral de la membrana con 10 hélices a: que se expandían en la 
membrana, y dos proteínas más pequeñas llamadas Sec61f y SecólY. 
Experimentos de entrecruzamiento químico —en los cuales las cadenas 
laterales de los aminoácidos de proteínas nacientes, por ser secretadas, 
podían unirse mediante enlaces covalentes a la subunidad Secóla- de- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 13-7 La Sec610. es un componente del trans- 
locón. Los experimentos de entrecruzamiento muestran que la Secóla es un 
componente del translocón que contacta las proteínas de secreción nacientes, 
a medida que pasan a la luz del RE. Un mRNA que codifica los 70 aminoáci- 

dos N-terminales de la proteína de secreción prolactina fue traducido en un 
sistema libre de células que contenía microsomas (véase la Fig. 13-4b). El mRNA 
carecía de codón de terminación de la cadena y contenía un codón de lisina 
cerca de la mitad de la secuencia. Las reacciones contenían un lisil-tRNA mo- 
dificado químicamente, en el cual un reactivo de entrecruzamiento activado 
por la luz se encontraba unido a la cadena lateral de la lisina. Aunque se tradujo 
todo el mRNA, el polipéptido completo no pudo ser liberado del ribosoma 

sin un codón de terminación de la cadena y, de esta manera, quedó "atasca- 
do” mientras atravesaba la membrana del RE. Luego, las mezclas de reacción 
fueron expuestas a una luz intensa que hizo que la cadena naciente se uniera 
en forma covalente a toda proteína cercana, en el translocón. Cuando el experi- 
mento se llevó a cabo con el empleo de microsomas de células de mamífero, la 
cadena naciente se unió de modo covalente a la Sec61a. Se crearon diferentes 
versiones del mRNA de prolactina, de modo tal que el residuo de lisina modih- 
cado se ubicara a diferentes distancias desde el ribosoma; el entrecruzamiento 
con la Secó1o. se observó solo cuando la lisina modificada se ubicaba dentro 
del canal de translocación. (Adaptado deT. A. Rapoport, 1992, Science 258:931 y D. Górlich yT. A. 


Rapoport, 1993, Cell 75:615.) 


mostraron que la cadena polipeptídica en translocación se pone en 
contacto con la proteína Sec61at, lo que confirmaba su identidad como 
poro del translocón (Fig. 13-7). 

Cuando los microsomas del sistema de translocación libre de cé- 
lulas se reemplazaron por vesículas fosfolipídicas reconstituidas que 
contenían solo el receptor de la partícula de reconocimiento de señal 
y el complejo Sec61, la proteína de secreción naciente fue translocada 
desde su complejo partícula de reconocimiento de señal/ribosoma 
hacia el interior de las vesículas. Este hallazgo indica que el recep- 
tor partícula de reconocimiento de señal y el complejo Sec61 son las 
únicas proteínas de la membrana del RE absolutamente necesarias 
para la translocación. Como ninguna de éstas puede hidrolizar ATP 
o proporcionar de otro modo la energía necesaria para impulsar la 
translocación, la energía derivada de la elongación en el ribosoma 
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Sec61 de una arqueobacteria muestra el e en . que el translo ón 
preserva la integridad de la membrana (Fig. 1: a as v0 hélices trans. 
membrana de la Secóla forman un canal central a ali del cual Pasa 
la cadena peptídica en translocación. Un esuechamuento en el medio 
del poro central está tapizado con los residuos HIEOlobos de isoleucin, 
que, en efecto, forman un tapón alrededor del péptido que está trans. 
locándose. El modelo estructural del complejo de Sec61 que fue aislag 
sin un péptido en translocación y, POr lo HARO Se SAPODS qUe Sto 
conformación cerrada, revela un péptido helicoidal corto que tapona e 
canal central. Los estudios bioquímicos del complejo Sec6l han mo; 
trado que, en ausencia de un polipéptido en translocación, el péptido 
que forma el tapón efectivamente sella el translocón para evitar el paso 
de iones y moléculas pequeñas. Una vez que el péptido en transloca- 
ción ingresa en el canal, el péptido tapón se mueve para permitir que se 
produzca la translocación. 

A medida que la cadena polipeptídica creciente entra en la luz del 
RE, la secuencia de señalización es escindida por la peptidasa de seña) 
que es una proteína RE transmembrana asociada con el translocón 
(véase la Fig. 13-6, paso EJ). La peptidasa de señal reconoce una se- 
cuencia en el lado C-terminal del núcleo hidrófobo del péptido señal 
y corta la cadena específicamente en esta secuencia, una vez que ha 
surgido al espacio luminal del RE. Después de que la de señalización 
ha sido cortada, el polipéptido creciente se mueve a través del translo- 
cón hacia la luz del RE. El translocón permanece abierto hasta que se 
haya completado la traducción y la cadena polipeptídica completa se 
haya movido hacia la luz del RE. Después de que la translocación se ha 
completado, la hélice tapón vuelve al poro para sellar, nuevamente, el 
canal del translocón. 


La hidrólisis del ATP impulsa la translocación 
postraduccional de ciertas proteínas secretoras 
en las levaduras 


En la mayoría de los eucariontes, las proteínas secretoras ingresan *? 
el RE por translocación cotraduccional. Sin embargo, en las levadura» 
algunas proteínas secretoras ingresan en la luz del RE después de que* 
ha completado su traducción. En esta translocación postraduccional la 
proteína translocada pasa a través del mismo translocón Secó! usa0 
en la translocación cotraduccional. Sin embargo, la partícula de fe” 
nocimiento de señal y su receptor no están involucrados en la translo” 
cación postraduccional y, en estos casos, la interacción directa ent ES 
translocón y la secuencia de señalización de la proteína completa il 
ce ser suficiente para direccionarla hacia la membrana del RE. Además 
la fuerza impulsora para la translocación unidireccional, a través e 4 
membrana del RE, es proporcionada por un complejo proteico pa 
nal conocido como complejo Secó3 y un miembro de la familia usd 
de las chaperonas moleculares conocido como BiP (véase ¿Ear 

para un análisis adicional de las chaperonas moleculares). El compl 


> 


17) VIDEO: Modelo tridimensional del canal de translocación de una proteína 


FIGURA EXPERIMENTAL 13-8 Estructura de un complejo bacteriano 
Sec61. La estructura del complejo Sec61, solubilizado por detergente, de la 
arqueobacteria M. jannaschii (conocido también como complejo SecY) fue 
determinado por cristalografía de rayos X. (a) Una vista lateral muestra el canal 
con forma de reloj de arena, a través del centro del poro. Un anillo de residuos 
de isoleucina en la cintura estrechada del poro forma un tapón que mantiene 
el canal sellado ante pequeñas moléculas, aun cuando el polipéptido que se 
transloca pase a través del canal. Cuando no hay un péptido presente en la 
translocación, el canal queda cerrado por un tapón helicoidal corto (rojo). Est 
tapón se desplaza hacia afuera del canal durante la translocación. En a 
la mitad anterior de la proteína ha sido retirada para mostrar mejor el poro (o) 
Una vista que muestra, a través del centro del canal, la región (en la mitad a 
quierda) donde las hélices pueden separarse, lo que permite el paso lateral del 
dominio hidrófobo transmembrana a la bicapa lipídica. (Adaptado de A. R. Osborn 
cols, 2005, Ann. Rev. Cell Dev. Biol, 21:529.) o Ñ 
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tetramérico Sec63 está incluido en la membrana del RE en la cercanía 
del translocón, mientras que el BiP se encuentra en la luz del RE. Al 
igual que otros miembros de la familia Hsc70, el BiP tiene un dominio 
que une péptidos y un dominio ATPasa. Estas chaperonas se unen a las 
proteínas no plegadas o parcialmente plegadas y las estabilizan (véase 
la Fig. 3-16). 

El modelo actual para la translocación postraduccional de una 
proteína dentro del RE se esquematiza en la Figura 13-9. Una vez que 
el segmento N-terminal de la proteína ingresa en la luz del RE, la pepti- 
dasa señal corta la secuencia de señalización de la misma forma que en 
la translocación cotraduccional (paso EJ). La interacción de BiP-ATP 
con la porción luminal del complejo Secó3 produce la hidrólisis del 
ATP unido, lo que genera un cambio de conformación en la BiP, que 
promueve su unión a una cadena polipeptídica expuesta (paso E. 
Como el complejo Sec63 está localizado cerca del translocón, el BiP es 
activado en los sitios en los que los polipéptidos nacientes pueden en- 


trar en el RE. Ciertos experimentos sugieren que, en ausencia de unión 


al BiP, un polipéptido no plegado se desliza hacia adelante y hacia atrás 
dentro del canal del translocón. Estos movimientos de deslizamiento 
al azar, en raras ocasiones, hacen que el polipéptido completo atra- 
viese la membrana del RE. La unión de una molécula de BiP-ADP a 
la porción luminal del polipéptido evita el retroceso del polipéptido 
hacia el exterior del RE. A medida que el deslizamiento al azar hacia 
adentro expone una proporción mayor del polipéptido al lado luminal 
de la membrana del RE, la unión sucesiva de moléculas de BiP-ADP a 
la cadena del polipéptido actúa como un trinquete y, finalmente, pro- 
duce la tracción del polipéptido completo hacia el interior del RE en el 
lapso de unos pocos segundos (pasos El y B) En una escala temporal 
más lenta, las moléculas BiP espontáneamente intercambian su ADP 
unido por ATP y liberan el polipéptido, que luego puede plegarse a su 
conformación nativa (pasos EA y O) E BiP-ATP reciclado, entonces, 
está listo para otra interacción con Sec63. El BiP y el complejo Sec63 
también son requeridos para la translocación cotraduccional. Los de- 
talles de su función en este proceso nO se comprenden con claridad, 
pero se cree que actúan en una etapa temprana, como el encaje del 


péptido señal en el poro del translocón. 


13.1 Direccionamiento de las proteínas hacia la me 
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La reacción completa llevada a cabo por el BiP es un ejemplo im- 
portante del modo en el que la energía química liberada por la hidró- 
lisis del ATP puede impulsar el movimiento mecánico de una proteína 
a través de la membrana. Las bacterias también emplean un proceso 
impulsado por ATP para translocar las proteínas finalizadas a través de 
la membrana plasmática —en este caso, para ser liberadas desde la célu- 
la—. En las bacterias, la fuerza impulsora para la translocación proviene 
de una ATPasa citosólica, conocida como proteína SecA. La SecA se 
une a la cara citoplasmática del translocón e hidroliza el ATP citosólico. 
Mediante un mecanismo que recuerda a la aguja en una máquina de 
coser, la proteína SecA empuja segmentos de un polipéptido a través 
de la membrana, en un ciclo mecánico acoplado a la hidrólisis del ATP. 

Como veremos, la translocación de las proteínas a través de otras 
membranas de orgánulos eucariónticos, como las de las mitocondrias Y 
cloroplastos, también se producen, de manera característica, 
locación postraduccional. Esto explica por qué los riboso 
unidos a estos otros orgánulos como lo están al RE rugoso. 


por trans- 
mas no están 
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Figura 13-9 Translocación postraduccional. Este mecanismo es bastante 
común en las levaduras y, probablemente, se produzca en ciertas ocasiones 
en los eucariontes superiores. Las pequeñas flechas dentro del translocón 
representan el deslizamiento al azar del polipéptido en translocación hacia el 
interior y hacia el exterior. La unión sucesiva de BiP-ADP a los segmentos que 
ingresan del polipéptido evita que la cadena se deslice hacia afuera, hacia el 
citosol. (Véase K. E. Matlack y cols, 1997, Science 277:938) 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 13.1 


Direccionamiento de las proteínas hacia de la 
membrana del RE y a través de esta 


* La síntesis de las proteínas secretadas, las proteínas integrales de la 
membrana plasmática y las destinadas al RE, el complejo de Golgi o 
los lisosomas se inicia sobre los lisosomas del citosol, que se unen a 
la membrana del RE y constituyen el RE rugoso (véase la Fig. 13-1, 
izquierda). 


* La secuencia señal de RE sobre una proteína de secreción naciente 
consiste en un segmento de aminoácidos hidrófobos localizados en el 
extremo N-terminal. 


* En la translocación cotraduccional, la partícula de reconocimiento 
de la señal (PRS) reconoce inicialmente la señal RE de una proteína de 
secreción naciente; se une a ésta y, a su vez, es unida por un receptor de 
PRS a la membrana del RE; de este modo, se dirige el complejo riboso- 
ma/cadena naciente hacia el RE. 


* Luego, la PRS y el receptor de PRS median la inserción de la proteína 
secretora naciente dentro de translocón (complejo Sec61). La hidrólisis 
de dos moléculas de GTP por la PRS y su receptor provocan la disocia- 
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ción de la PRS (véanse las Figs. 13-5 y 13-6). A medida que el ribosoma 
unido al translocón continúa la traducción, la cadena proteica no ple- 
gada es expulsada hacia la luz del RE. No se requiere energía adicional 
para la translocación. 


* El translocón contiene un canal central, tapizado con residuos hidró- 
fobos, que permite el tránsito de una cadena de proteína no plegada, 
mientras que permanece sellado para los iones y pequeñas moléculas 
hidrófilas. Además, el canal tiene una compuerta, de modo tal que se 
abre solo cuando está siendo translocado un polipéptido. 


* En la translocación postraduccional, una proteína secretora complet? 
es direccionada hacia la membrana del RE por la interacción de la e 
cuencia de señalización con el translocón. Después, la cadena polipept! 
dica es dirigida hacia el RE por un mecanismo de trinquete que requiere 
la hidrólisis de ATP por la chaperona BiP, que estabiliza el polipéptido 
entrante (véase la Fig. 13-9). En las bacterias, la fuerza impulsora pará? 
translocación postraduccional proviene de la SecA, una ATPasa citosól- 
ca que empuja los polipéptidos a través del canal del translocón. 


* Tanto en la translocación cotraduccional como postraduccional, pe á 
peptidasa señal de la membrana del RE corta la secuencia de a 
ción del RE de una proteína secretora, poco después de que el extren 
N-terminal ingresa en la luz. 


y 


13.2 Inserción de las proteínas de la membrana 
dentro del RE 


En capítulos anteriores, hemos descrito numerosos aspectos acerca de 
la diversidad de configuraciones de las proteínas integrales (que atra- 
viesan la membrana) presentes en toda la célula. Cada una de estas pro- 
teínas tiene una orientación única con respecto a la bicapa fosfolipídica 
de la membrana. Las proteínas integrales de la membrana localizadas 
en el RE, el Golgi y los lisosomas, así como las proteínas de la membra- 
na plasmática —todas sintetizadas en el RE rugoso— permanecen embe- 
bidas en la membrana, en su orientación única, a medida que se mue- 
ven hacia sus destinos finales a lo largo de la misma vía que siguen las 
proteínas solubles que serán secretadas (véase la Fig. 13-1, izquierda). 
Durante este transporte, la orientación de una proteína de membrana 
se preserva; es decir, los mismos segmentos de la proteína siempre en- 
frentan el citosol, mientras que otros segmentos siempre enfrentan la 
dirección opuesta. De este modo, la orientación final de estas proteínas 
de la membrana está establecida durante su biosíntesis sobre la mem- 
brana del RE. En esta sección, en primer lugar, veremos de qué manera 
las proteínas integrales pueden interactuar con las membranas; a con- 
tinuación, examinaremos cómo diferentes tipos de secuencias, conoci- 
das colectivamente como secuencias topogénicas, dirigen la inserción 
y la orientación en la membrana de varias clases de proteínas integrales. 
Estos procesos se llevan a cabo mediante modificaciones de los meca- 
nismos básicos empleados para translocar las proteínas de membrana 
que serán secretadas a través de la membrana del RE. 


Varias clases topológicas de proteínas integrales 
de la membrana se sintetizan en el RE 


La topología de una proteína de membrana se refiere al número de veces 
que su cadena polipeptídica se expande en la membrana y a la orien- 
tación de estos segmentos que se expanden en la membrana dentro de 
ésta. Los elementos clave que determinan la topología de una proteína 
son los segmentos que se expanden en el interior de la membrana; ha- 
bitualmente, son hélices O. que contienen entre 20 y 25 aminoácidos hi- 
drófobos que contribuyen a interacciones energéticamente favorables 
en el interior hidrófobo de la bicapa fosfolipídica. 

La mayoría de las proteínas integrales de la membrana se encuen- 
tran dentro de una de las cinco clases topológicas que se ilustran en la 
Figura 13-10. Las clases topológicas 1, II, III y las proteínas ancladas por 
la cola comprenden las proteínas de un pase único que poseen solo un 
segmento de hélice OL que se expande en la membrana. Las proteínas 
tipo Í tienen una secuencia de señalización RE N-terminal cortada y 
están ancladas en la membrana con su región N-terminal hidrófila en 
la cara luminal (conocida también como cara exoplasmática) y su re- 
gión hidrófila C-terminal sobre la cara citosólica. Las proteínas tipo II 
no contienen una secuencia de señalización RE cortada y están orien- 
tadas por su región N-terminal hidrófila sobre la cara citosólica y, por 
su región C-terminal hidrófila, en la cara exoplasmática (opuesta a las 
proteínas tipo 1). Las proteínas tipo 111 poseen un segmento hidrófobo 
que se expande en la membrana en su N-terminal y, de este modo, tie- 
nen la misma orientación que las proteínas tipo 1, pero no contienen 
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de la membrana del RE. Cinco clases topológicas 


de proteínas integrales de la membrana se sintetizan en el RE rugoso, como 
así también un sexto tipo unido a la membrana por un ancla fosfolipídica. Las 
proteínas de la membrana 5€ clasifican por su orientación en ésta y los tipos de 
señales que contienen para dirigirlas hacia allí. Para las proteínas integrales de la 
membrana, los segmentos hidrófobos de la cadena proteica forman hélices ol 
ernbebidas en la bicapa de la membrana; las regiones que se encuentran fuera 


Figura 13-10 Proteínas 
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de ésta son hidrófilas y se pliegan en varias conformaciones. Todas las proteínas 
tipo IV tienen múltiples hélices al transmembrana. La topología tipo IV mostrada 
aquí corresponde al de los receptores acoplados a proteína G: siete hélices 0%, el 
N-terminal en el lado exoplásmico de la membrana y el C-terminal del lado ci- 
tosólico. Otras proteínas tipo IV pueden poseer un número diferente de hélices 
y varias orientaciones del extremo N-terminal y C-terminal. (Véase E. Hartmann y cols, 
1989, Proc. Nat'l Acad. Sci USA 86:5786 y C. A. Brown y 5. D. Black, 1989, J Biol. Chen 264:4442) 
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13.2 Inserción de las proteínas de la membrana dentro del RE 


una secuencia de señalización que pueda ser escindida. Finalmente, las 
proteínas ancladas por su cola tienen un segmento hidrófobo en su C- 
terminal, que se expande en la membrana. Estas diferentes topologías 
reflejan distintos mecanismos empleados por la célula para establecer 
la orientación de los segmentos transmembrana en la membrana, se- 
gún se analizará en la siguiente sección. 

Las proteínas que forman la clase topológica IV contienen dos o 
más segmentos que se expanden en la membrana y, en ciertas ocasio- 
nes, se denominan proteínas multipaso (o de paso múltiple). Por ejem- 
plo, muchas de las proteínas de transporte analizadas en el Capítulo 11 
y los numerosos receptores acoplados a la proteína G expuestos en el 
Capítulo 15 pertenecen a esta clase. Un tipo final de proteína de mem- 
brana carece de un segmento hidrófobo que se expanda en la membra- 
na; en lugar de ello, estas proteínas están ligadas a un ancla fosfolipídi- 
ca anfipática que se encuentra embebida en la membrana (Fig. 13-10, 
derecha). 


Las secuencias internas de detención de la 
transferencia y señalización-anclaje determinan 
la topología de las proteínas de paso único 


Comenzamos nuestro análisis acerca del modo en que se determina 
la topología de las membranas con la inserción de las proteínas inte- 
grales de membrana que contienen un segmento hidrófobo único que 
se expande en la membrana. Hay dos secuencias involucradas en el 
direccionamiento y la orientación de las proteínas tipo 1 en la mem- 
brana del RE, mientras que las proteínas tipo II y tipo HI contienen 
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Figura 13-11 Posicionamiento de las proteínas tipo | de paso único. 
Paso ll: después de que el complejo ribosoma/cadena naciente se asocia con 
un translocón en la membrana del RE, la secuencia de señalización N-terminal 
se segmenta. Este proceso se produce por el mismo mecanismo que el de las 
proteínas solubles secretoras (véase la Fig. 13-6). Pasos EJ, El: la cadena se alarga 
hasta que se sintetiza la secuencia de detención de la transferencia anclaje 
hidrófoba e ingresa en el translocón, lugar en el que evita que la cadena na- 
ciente salga más allá, hacia la luz del RE. Paso EX la secuencia de detención de 
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Secuencia de 
detención de la 
transferencia anclaje 


una secuencia topogénica interna única. Como veremos, exis 
tipos principales de secuencias topogénicas empleadas para d 
nar las proteínas hacia la membrana del RE y para orientarlas 
de éste. Ya hemos presentado una de ellas, la secuencia de señal; 
N-terminal. Las otras dos analizadas aquí son las secuencias intery 

conocidas como secuencias de detención de la transferencia- anclaje ' > 
cuencias de señalización- anclaje. A diferencia de las secuencias de sa 
lización, los dos tipos de secuencias topogénicas internas terminan a 
la proteína madura como segmentos que se Esponden sn la Membrana, 
Sin embargo, los dos tipos de secuencias topogénicas internas difiere 


en su orientación final en la membrana. 


ten tro 
ecc. 
dentro 
zación 


Proteínas tipo | Todas las proteínas transmembrana de tipo 1 Poseen 
una secuencia de señalización N-terminal que las direcciona hacia q 
RE, así como una secuencia hidrófoba interna que se transforma ey 
la hélice O, que atraviesa la membrana. La secuencia de señalización 
N-terminal de una proteína naciente tipo Í, como el de una proteína 
soluble que será secretada, inicia la translocación cotraduccional de la 
proteína mediante la acción combinada de la partícula de reconoc- 
miento de señal y el receptor de dicha partícula. Una vez que el extremo 
N-terminal del polipéptido creciente ingresa en la luz del RE, la secuen- 
cia de señalización se segmenta y la cadena creciente continúa siendo 
expulsada a través de la membrana del RE. Sin embargo, a diferencia de 
lo que sucede con las proteínas solubles que serán secretadas, cuando 
la secuencia de aproximadamente 22 aminoácidos hidrófobos que se 
transformará en el dominio que se encuentra dentro de la membrana 
de esta cadena naciente ingresa en el translocón, detiene la transferen- 
cia de la proteína a través del canal (Fig. 13-11). El complejo Secól, 


+ dai Ni 
NH; JH 


la transferencia anclaje se desplaza en dirección lateral, entre las subunidad! 
del translocón, y se ancla a la bicapa de fosfolípidos. Probablemente, e” es 
momento, el translocón se cierre. Paso Bl a medida que la síntesis con 
la cadena que está alargándose puede formar un asa hacia el citosol, 4 pan 
de un pequeño espacio entre el ribosoma y el translocón. Paso Bl: cual 05) 
sintesis se ha completado, las subunidades ribosómicas se liberan en 8l 


77 . : ús Be 
y también se libera la proteína para que difunda en la membrana (véase 
Cols,, 1996, Cell 85 369 y W Mothes y cols,, 1997, Cell 89 523) 


y 


entonces, puede abrirse como la valva de una almeja y permitir que el 
segmento hidrófobo del interior de la membrana de este péptido que 
se transloca se mueva en dirección lateral entre los dominios proteicos 
que constituyen la pared del translocón (véase la Fig. 13-8). Cuando el 
péptido sale del translocón de esta manera, se ancla en la bicapa fosfoli- 
pídica de la membrana. Dada la doble función de una secuencia de este 
tipo, que consiste en detener el paso de la cadena Ppolipeptídica a través 
del translocón y en transformarse en el segmento hidrófobo inserto en 
la membrana dentro, de la bicapa de ésta, se la denomina secuencia de 
detención de la transferencia-anclaje. 

Una vez que se ha interrumpido la translocación, la traducción 
continúa en el ribosoma, que aún se encuentra anclado al translocón 
que, en ese momento, está desocupado y cerrado. A medida que se sin- 
tetiza el extremo C-terminal de la cadena proteica, esta forma un asa en 
el lado citosólico de la membrana. Cuando se ha completado la traduc- 
ción, el ribosoma se libera del translocón, y el extremo C-terminal de la 
proteína tipo I recién sintetizada permanece en el citosol. 

Estudios según los cuales los cCDNA que codifican varios receptores 
mutantes de la hormona de crecimiento humana (HGH) se expresan 
en células de mamífero en cultivo dan sustento a este tipo de mecanis- 
mo. El receptor silvestre de la HGH, una proteína típica tipo l, normal- 
mente, se transporta hacia la membrana plasmática. Sin embargo, un 
receptor mutante que tiene residuos cargados insertos en el segmento 


(a) 
Cadena 
polipeptídica 
naciente 
Citosol 


ee. 
bl 
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RAN 
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Translocón 


Secuencia 
Luz del RE de señalización 


coo” 
Figura 13-12 Posicionamiento de las proteínas de paso único sa ! 
y tipo lll. (3) Proteínas tipo II. Paso El: después de que se ha sintetizado la 


¡ ¡ itosóli ida por 
secuencia interna señalización-anclaje en UN ribosoma citosólico, es unida p 


iri jo ribosoma/cadena naciente 
una PRS (no s estra), que dirige el complejo 
dect a ¡onamiento de las proteinas 


hacia la membrana del RE. Esto es similar al direcci ' oa 
solubles secretoras, excepto por el hecho de que la secuencia de señalizació 


hidrófoba no se localiza en el extremo N-terminal y no es posteriormente 
escindida. La cadena naciente se orienta en el translocón, con su porción 
N-terminal hacia el citosol. $e cree que esta orientación está mediada por los 
residuos positivamente cargados que se muestran en posición N-terminal 
con respecto a la secuencia de señalización-anclaje. Paso a medida que la 
Cadena se alarga y se expulsa hacia la luz, la secuencia señalización-anclaje 


de o.-hélice de la membrana o bien falta o bien se transloca por com- 
pleto hacia la luz del RE y, finalmente, se secreta desde la célula como si 
fuese una proteína soluble. Estos tipos de experimentos establecen que 
la hélice O. transmembrana hidrófoba del receptor de HGH y de otras 
proteínas tipo I funciona como secuencia de detención de la transfe- 
rencia y como ancla de membrana que evita que el extremo C-terminal 
de la proteína atraviese la membrana del RE. 


Proteínas tipo Il y tipo III A diferencia de las proteínas tipo 1, las pro- 
teínas tipo II y tipo III carecen de una secuencia de señalización N- 
terminal RE escindible. En lugar de ello, ambas poseen una sola secuen- 
cia de señalización-anclaje interna hidrófoba que funciona, al mismo 
tiempo, como secuencia de señalización al RE y como una secuencia 
de anclaje a la membrana. Recordemos que las proteínas tipo 11 y tipo 
III tienen orientaciones opuestas en la membrana (véase la Fig. 13-10); 
esta diferencia depende de la orientación que sus respectivas secuencias 
de señalización-anclaje adquieran dentro del translocón. La secuencia 
de señalización-anclaje interna en las proteínas tipo II dirige la inser- 
ción de la cadena naciente en la membrana del RE, de modo tal que 
el extremo N-terminal de la cadena enfrente al citosol, con el uso del 
mismo mecanismo dependiente de la partícula de reconocimiento de 
señal descrito para las secuencias de señal (Fig. 13-12a). Sin embargo, la 
secuencia de señalización-anclaje interna no es escindida y se mueve en 


(b) 


interna se desplaza en dirección lateral, sale del translocón y ancla la cadena 

a la bicapa de fosfolípidos. Paso EX una vez que se ha completado la síntesis 
proteica, el extremo C-terminal del polipéptido se libera hacia la luz, y las 
subunidades ribosómicas se liberan al citosol. (b) Proteínas tipo lll. Paso El: el 
ensamblaje se realiza por una vía similar a las de las proteínas tipo !l, excepto 
que los residuos positivamente cargados en el lado C-terminal de la secuencia 
de señalización-anclaje hacen que el segmento transmembrana se oriente 
dentro del translocón, con su porción C-terminal orientada hacia el citoso! y el 
lado N-terminal de la proteína en la luz del RE. Pasos EJ El: la elongación de la 
cadena de la porción C-terminal de la proteína se completa en el citosol, y se 
liberan las subunidades ribosómicas. (Véase M Spiess y H E Lodish, 1986, Cell 44.177 y H DO 
y cols, 1996, Cell 85:369,) 
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sentido lateral entre los dominios proteicos de la pared del translocón, 
en la bicapa fosfolipídica, donde funciona como no ancla de Pa 
na. A medida que procede la elongación, la región C-terminal de la 
cadena creciente sale a través del translocón hacia el interior de la luz 
del RE mediante translocación cotraduccional. 

En el caso de las proteínas tipo III, la secuencia de señalización- 
anclaje que se localiza cerca del N-terminal inserta la cadena naciente 
en la membrana del RE con su extremo N-terminal enfrentado a la 
luz, en la orientación opuesta de la señalización-anclaje de las proteínas 
tipo II. La secuencia de señalización-anclaje de las proteínas tipo II 
también funciona como una secuencia de detención de la transferen- 
cia y evita la salida posterior de la cadena naciente hacia la luz del RE 
(Fig. 13-12b). La elongación continua de la cadena C-terminal hasta la 
secuencia de señalización-anclaje/detención de la transferencia se pro- 
duce como en las proteínas tipo 1, en las que la secuencia hidrófoba se 
desplaza en dirección lateral entre las subunidades del translocón para 
anclar el polipéptido a la membrana del RE (véase la Fig. 13-11). 

Una de las características de la secuencia de señalización-anclaje, 
que parece determinar su orientación de inserción, es una elevada con- 
centración de aminoácidos con carga positiva adyacentes a un extremo 
del segmento hidrófobo. Estos residuos de carga positiva tienden a per- 
manecer en el lado citosólico de la membrana, sin atravesar la membra- 
na hacia la luz del RE. De este modo, la posición de los residuos cargados 
dicta la orientación de la secuencia de señalización-anclaje dentro del 
translocón y determina si el resto de la cadena polipeptídica continúa 
pasando hacia la luz del RE: las proteínas tipo II tienden a presentar 
residuos con carga positiva en el lado N-terminal de su secuencia de 
señalización-anclaje, lo que orienta el extremo N-terminal en el citosol 
y permite el paso del lado C-terminal hacia el RE (Fig. 13-12a), mientras 
que las proteínas tipo III tienden a tenerlos en el lado del C-terminal de 
su secuencia de señalización-anclaje. Su extremo N-terminal se inserta 
en el translocón y el lado C-terminal se restringe al citosol (Fig. 13-12b). 

Una demostración experimental sorprendente de la importancia 
de la carga lateral en la determinación de la orientación de la membra- 

na la proporciona la neuraminidasa, una proteína tipo II presente en la 
cubierta superficial del virus de la influenza. Hay tres residuos de argi- 
nina localizados exactamente en la posición N-terminal con respecto a 
la secuencia de señalización-anclaje de la neuraminidasa. La mutación 
de estos tres residuos cargados positivamente a residuos de glutamato 


Figura 13-13 Inserción de proteínas ancladas por la cola. Para 

las proteínas ancladas por la cola C-terminal, el extremo C-terminal 
hidrófobo no está disponible para la inserción en la membrana hasta 
que se haya completado la síntesis proteica y la proteína se haya liberado 
del ribosoma. Paso KE la Get3, unida al ATP se une a la cola hidrofóbica 
Cterminal, Esta reacción de unión es facilitada por un complejo de tres 
proteinas, Sgt2, Get4 y Gets, que secuestran la cola C-terminal hidrófoba 
antes de transferirla a la Get3.ATp (no se muestra). Paso El el complejo 
ternario Get3-ATP unido a la cola C-terminal ancla las proteínas Get y 
Get2, que están embebidas en la membrana del RE. Paso El: sucesiva- 
mente, el ATP se hidroliza y se libera ADP desde la Get3. Al mismo tiem- 
po, la cola hidrófoba C-terminal se lidera desde la Get3 y queda inserta 
en la membrana del RE. Paso El: la Get3 se une al ATP, y se libera Get3-ATP 


desde el complejo de Get1 y Get2 en forma soluble, lista para otro ciclo 
de unión a la cola C-terminal hidrófoba. 
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con carga negativa hace que la PON adquiera la orien 
inversa. Experimentos similares han moss qa chas Protcín 
orientación tipo IL o tipo !II, pueden salcar a 24 orientación inves, 
la membrana del RE, al mutar los residuos cargados que fanquea 
segmento interno de señalización-anclaje interno. 


lación 
as, Con 
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Proteínas ancladas por la cola Para todas las clases toPológicas de 
; iderado hasta el momento, la INSErción e 
proteínas que hemos cons ícula de reconocimi a 
membrana comienza cuando la paren a de Ocimiento de seña! 
reconoce un péptido topogénico hidrófobo, a medida que Surge de 
ribosoma. El reconocimiento de las proteinas ancladas por la cola, que 
poseen una sola secuencia topogénica hidrófoba en el Ea Minal, pre. 
senta un desafío único, ya que el C-terminal solamente está disponible 
para su reconocimiento después de o ha completado 14 traducción 
y la proteína se ha liberado desde el ribosoma. La inserción de las py, 
teínas ancladas por la cola a la membrana del RE no emplea la artícu, 
de reconocimiento de señal, el receptor de dicha partícula o el trans. 
locón; en lugar de ello, depende de una vía dedicada a este Propósito, 
como se muestra en la Figura 13-13. El direccionamiento de las pro. 
teínas ancladas por la cola involucra una ATPasa conocida como Get3, 
que se une al segmento hidrófobo C-terminal de las proteínas ancladas 
por la cola. El complejo de Get3 unido a una proteína anclada por la 
cola es reclutado hacia el RE por un receptor de membrana integral 
dimérico conocido como Get1l/Get2, y la proteína anclada por la cola 
se libera desde Get3 para su inserción en la membrana. La inserción de 
la proteína anclada por la cola en las membranas del RE por las proteí- 
nas Get comparte similitudes fundamentales, en cuanto al mecanismo, 
con el direccionamiento de las proteínas que llevan secuencias de se- 
ñalización hacia el RE, por parte de la partícula de reconocimiento de 
señal y su receptor. Dos diferencias principales entre los dos procesos 
de direccionamiento consisten en lo siguiente: después de la liberación 
desde Get3, las proteínas ancladas por la cola pueden ser insertadas 
directamente en la bicapa de la membrana mientras que la partícula 
de reconocimiento de señal transfiere una secuencia de señalización al 
translocón y la Get3 acopla el direccionamiento y la transferencia de 
las proteínas ancladas por la cola a la hidrólisis del ATP, mientras que la 


partícula de reconocimiento de señal acopla el direccionamiento de la 
proteína que será secretada aL la hidrólisis del GTP. 
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Las proteínas de paso múltiple tienen secuencias 
topogénicas internas múltiples 


La Figura 13-14 resume las disposiciones de secuencias topogénicas en 
proteínas transmembrana de un solo paso y de paso múltiple. En las 
proteínas de paso múltiple (tipo IV), cada una de las hélices QL trans- 
membrana actúa como una secuencia topogénica en el sentido que ya 
hemos analizado: pueden actuar para dirigir la proteína hacia el RE, 
anclarla a su membrana o detener la transferencia de la proteína a tra- 
vés de la membrana. Las proteínas de paso múltiple pertenecen a uno 
de dos tipos, según el extremo N-terminal se encuentre en el citosol o 
en el espacio exoplasmático (es decir, la luz del RE, el exterior celular). 
Esa topología del N-terminal suele estar determinada por el segmento 
hidrófobo más cercano al extremo N-terminal y la carga de secuencias 
que lo flanquean. Si una proteína de tipo IV tiene un número par de 
hélices Ol transmembrana, sus extremos N-terminal y C-terminal que- 
dan orientados hacia el mismo lado de la membrana (Fig. 13-14d). Por 
el contrario, si una proteína tipo IV tiene un número impar de hélices 
0., sus dos extremos presentarán orientaciones opuestas (Fig. 13-14e). 


Proteínas tipo IV con N-terminal en el citosol Entre las proteínas de 
paso múltiple cuyo extremo N-terminal se extiende dentro del cito- 
sol, se encuentran los distintos transportadores de glucosa (GLUT) y la 
mayoría de las proteínas que actúan como canales iónicos, analizadas 
en el Capítulo 11. En estas proteínas, el segmento hidrófobo más cer- 
cano al extremo N-terminal inicia la inserción de la cadena naciente 


SA = Secuencia interna de señalización-anclaje 


STA = Secuencia interna de detención de la transferencia-anclaje 


en la membrana del RE, con su extremo N-terminal orientado hacia 
el citosol; por consiguiente, este segmento helicoidal QU: funciona como 
una secuencia de señalización-anclaje interna de una proteína tipo 1] 
(véase la Fig. 13-12a). A medida que la cadena naciente que sigue a la 
primera hélice ol se alarga, se desplaza a través del translocón hasta que 
la segunda hélice o. hidrófoba se haya formado. Esta hélice impide que 
la cadena naciente siga pasando a través del translocón; por lo tanto, 
su función es similar a la de la secuencia de detención de transferencia 
-anclaje de una proteína tipo 1 (véase la Fig. 13-11). 

Después de la síntesis de las primeras dos hélices 01 transmembra- 
na, ambos extremos de la cadena naciente enfrentan el citosol y el bu- 
cle entre ellas se extiende en la luz del RE. El extremo C-terminal de 
la cadena naciente continúa creciendo en el interior del citosol, como 
lo hace en la síntesis de las proteínas tipo 1 y III. De acuerdo con este 
mecanismo, la tercera hélice O. actúa como otra secuencia de señali- 
zación-anclaje tipo II y la cuarta, como otra secuencia de detención 
de la transferencia-anclaje (Fig. 13-14d). En apariencia, una vez que 
la primera secuencia topogénica de un polipéptido de paso múltiple 
inicia la asociación con el translocón, el ribosoma permanece unido a 
éste y las secuencias topogénicas que surgen del ribosoma se encajan en 
el translocón sin necesidad de la partícula de reconocimiento de señal 
ni de su receptor. 

Los experimentos que emplean las técnicas de DNA recombinante 
para intercambiar hélices O: hidrófobas han permitido conocer el fun- 
cionamiento de las secuencias topogénicas en las proteínas tipo IV-A 
de paso múltiple. Estos experimentos indican que el orden que guardan 


FIGURA 13-14 Las secuencias topogénicas determi- 
nan la orientación de las proteínas de membrana 

del RE. Las secuencias topogénicas se muestran en rojo; 

las porciones solubles, hidrófilas, en azul. Las secuencias 
topogénicas internas forman hélices a£ transmembrana que 
anclan las proteínas o segmentos de éstas a la membra- 

na. (a) Las proteínas tipo | contienen una secuencia de 
señalización segmentada y una sola secuencia interna de 
detención de la transferencia-anclaje (STA). (b, c) Las pro- 


Luz Citosol teínas tipo ll y tipo Ill contienen una sola secuencia interna 
(a) Tipo | NH5* A A AB a: señalización-anclaje (SA). La diferencia en la orientación 
Secuencia STA de estas proteínas depende, en gran medida, de si hay 
de señalización alta densidad de aminoácidos con carga positiva (+++) en 
el lado N-terminal de la secuencia SA (tipo II) o en el lado 
C-terminal de la secuencia SA (tipo ll!). (d, e) Casi todas las 
Citosol ra Ñ proteínas de pasaje múltiple carecen de una secuencia de 
(b) Tipo Il NH; NI en CO0 señalización escindible, como se muestra en los ejemplos 
SA que aparecen aquí. Las proteínas tipo IV-A, cuyo extremo 
N-terminal enfrenta el citosol, contienen secuencias S y STA 
tipo ll alternantes. Las proteínas tipo IV-B, cuyo extremo N- 
Lag Citosol terminal enfrentan la luz, comienzan con una secuencia SA 
(c) Tipo III NH3* co con Cco0 tipo IIl seguida de secuencias SA y STA tipo Il alternantes. Se 
SA conocen proteínas de cada tipo con diferentes números de 
hélices al (impares o pares). 
Gltosal Luz Citosol Luz Citosol 
(d) Tipo IV-A 3 proa 5 STA +++ SA mE 
Luz Citosol Citosol Luz Citosol Luz Citosol 


(e) Type IV-B 1H y? 


an A SA STA 


SA STA SA STA 
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entre sí las hélices : hidrófobas en la cadena creciente determina, en 
gran medida, si una hélice en particular funcionará como secuencia de 
señalización-anclaje o como secuencia de detención de la transferen- 
cia-anclaje. Además de su hidrofobicidad, la secuencia de aminoáci- 
dos específica de una hélice en particular guarda poca relación con su 
función. De este modo, la primera hélice 0. N-terminal y las siguientes, 
en posición impar, funcionan como secuencias de señalización-anclaje, 
mientras que las hélices intercaladas de número par funcionan como 
secuencias de detención de la transferencia-anclaje. Esta relación im- 
par-par entre las secuencias de señalización-anclaje y de detención de 
la transferencia-anclaje está dictada por el hecho de que las hélices a 
insertas en la membrana adquieren orientaciones alternas a medida 
que la proteína de paso múltiple se entreteje avanzando y retrocedien- 
do a través de la membrana; las secuencias de señalización anclaje se 
orientan con sus extremos N-terminales hacia el lado citoplasmático de 
la bicapa, mientras que las secuencias de detención de la transferencia 
presentan sus extremos N-terminales orientados hacia el lado exoplas- 
mático de la bicapa. 


Proteínas tipo IV con extremo N-terminal en el espacio exoplas- 
mático La gran familia de los receptores acoplados a la proteína G, 
todos los cuales contienen siete hélices O: transmembrana, constituyen 
el grupo más numeroso de las proteínas de tipo TV-B, cuyo extremo N- 
terminal se extiende en el espacio exoplasmático. En estas proteínas, la 
hélice o. hidrófoba más cercana al extremo N-terminal con frecuencia 
es seguida por un grupo de aminoácidos con carga positiva, de mane- 
ra similar a lo que sucede en la secuencia de señalización-anclaje en 
el tipo III (véase la Fig. 13-12b). Como resultado, la primera hélice QU 
inserta la cadena naciente en el interior del translocón con el extremo 
N-terminal hacia la luz (véase la Fig. 13-14e). A medida que la cadena 
se alarga, se inserta en la membrana del RE alternando secuencias de 
señalización-anclaje tipo II y secuencias de detención de la transferen- 
cia, como se describió para las proteínas del tipo IV-A. 


Un ancla de fosfolípidos mantiene algunas 
proteínas de la superficie celular unidas 
a la membrana 


Algunas proteínas de la superficie celular no están ancladas a la bicapa 
de fosfolípidos por medio de una secuencia de aminoácidos hidrófobos, 
sino por una molécula anfipática unida mediante enlaces covalentes, el 
glucosilfosfatidilinositol (GPI) (Fig. 13-15a y Cap. 10). Estas proteínas 
se sintetizan e inicialmente se quedan ancladas a la membrana del RE 
exactamente como las proteínas transmembrana del tipo I, con una 
secuencia de señalización segmentada en el N-terminal y una secuencia 
de detención de la transferencia-anclaje interna que dirige el proceso 
(véase la Fig. 13-11). Sin embargo, una secuencia corta de aminoácidos 
en el dominio luminal, adyacente al dominio transmembrana, es reco- 
nocida por una transamidasa localizada dentro de la membrana del RE. 
Esta enzima fragmenta, en forma simultánea, la secuencia de detención 
de la transferencia-anclaje original y transfiere la porción luminal de la 
proteína al ancla GPI preformada en la membrana (Fig. 13-15b). 

¿Por qué se produce el cambio de un tipo de ancla de membrana 
por otra? La unión del ancla GPI, que da como resultado la elimina- 
ción del dominio hidrófilo de la proteína que enfrenta el citosol, puede 
tener varias consecuencias. Las proteínas con anclas GPI, por ejemplo, 
pueden difundir con relativa rapidez en el plano de la bicapa fosfolipí- 
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FIGURA 13-15 Proteínas ancladas a GPI. (a) Estructura de un glucosil- 
fosfatidilinositol (GPI) de una levadura. La porción hidrófoba de la molécula 
está compuesta por cadenas de acilos grasos, mientras que la porción polar 
(hidrófila) de la molécula está formada por residuos de hidratos de carbono y 
grupos fosfato. En otros organismos, las longitudes de las cadenas acilo y de 
los carbohidratos pueden variar, a partir de la estructura que se muestra. (b) 
Formación de las proteínas ancladas por GPI a la membrana del RE. La proteína 
se sintetiza e inicialmente se inserta en la membrana del RE, como se muestra 
en la Figura 13-11. Una transamidasa específica simultáneamente fragmenta la 
proteína precursora dentro del dominio que enfrenta el exoplasma, cerca de 
la secuencia de detención de la transferencia-anclaje (en rojo), y transfiere el 
grupo carboxilo del nuevo C-terminal al grupo amino-terminal del ancla GP! 


preformada. (Véase C- Abeijon y C. B. Hirschberg, 1992, Trends Biochemn. Scí 17:32 y K.Koduhala y cos 
1992, Proc- Nat! Acad. Sci. USA 89:4982,) 


dica de la membrana. Por el contrario, muchas proteínas ancladas pY 
hélices O. insertas en la membrana se ven impedidas para desplazar* 
en dirección lateral dentro de la membrana porque segmentos de éstis 
orientados hacia el citosol, interactúan con el citoesqueleto. Además, 
ancla GPI direcciona la proteína unida al dominio apical de la me”” 
br ana plasmática (y no al basolateral) en ciertas células epiteliales pola: 
rizadas, como analizaremos en el Capítulo 14. 


, e 
La topología de una proteína de membrana pued 
deducirse a menudo a partir de su secuencia 


. nas int”” 
Como hemos visto, varias secuencias topogénicas de las proteinas”, 


. . ; ( cciO 
grales de la membrana, sintetizadas en el RE, gobiernan la interá”” mn 
: R Ha n! 
de la cadena naciente con el translocón. Cuando los científicos <%' 
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zan a estudiar una proteína de función desconocida, la identificación 
de las secuencias topogénicas potenciales dentro de la secuencia génica 
correspondiente puede aportar pistas importantes acerca de la clase 
topológica y de la función de la proteína. Supongamos, por ejemplo, 
que el gen para una proteína que se sabe que es necesaria para la vía de 
señalización entre las células contiene secuencias de nucleótidos que 
codifican una secuencia aparente N-terminal y una secuencia hidrófo- 
ba interna. Estos hallazgos sugieren que esta proteína es una proteína 
de membrana integral tipo 1 y, por lo tanto, puede ser un receptor de 
la superficie celular para un ligando extracelular. Además, la topología 
tipo 1 implicada sugiere que el segmento N-terminal que se encuen- 
tra entre la secuencia de señalización y la secuencia hidrófoba interna 
constituye el dominio extracelular que probablemente participará en 
la unión al ligando, mientras que el segmento C-terminal que se en- 
cuentra después de la secuencia hidrófoba interna probablemente será 
citosólico y participará en la señalización intracelular. 

La identificación de las secuencias topogénicas requiere un modo 
de escanear las bases de datos de secuencias en busca de segmentos 
que sean lo suficientemente hidrófobos como para constituir una se- 
cuencia de señalización o una secuencia ancla transmembrana. Las 
secuencias topogénicas, con frecuencia, pueden identificarse con la 
ayuda de programas de computación que generan un perfil hidropático 
de la proteína de interés. El primer paso consiste en asignar un valor, 
conocido como índice hidropático, a cada aminoácido de la proteína. 
Por convención, a los aminoácidos hidrófobos se les asignan valores 
positivos y a los hidrófilos, valores negativos. Si bien hay escalas distin- 
tas para el índice hidropático, todas asignan los valores más positivos 
a los aminoácidos con cadenas laterales constituidas, principalmente, 
por residuos hidrocarbonados (p. ej., fenilalanina y metionina) y los 
valores más negativos a los aminoácidos cargados (p. ej., arginina y 
aspartato). El segundo paso consiste en identificar segmentos más ex- 


tensos de suficiente hidrofobicidad general como para hacer secuencias 
señal N-terminales o secuencias de detención de la transferencia inter- 
nas y secuencias de señalización-anclaje. Para llevar a cabo esta tarea, 
se calcula el índice hidropático total para cada segmento sucesivo de 
20 aminoácidos consecutivos, en toda la longitud de la proteína. Los 
gráficos de estos valores calculados contra la posición en la secuencia 
de aminoácidos constituye el perfil hidropático. 

La Figura 13-16 muestra los perfiles hidropáticos para tres proteí- 
nas de membrana distintas. Los picos prominentes, en estos gráficos, 
identifican probables secuencias topogénicas, así como su posición 
y longitud aproximada. Por ejemplo, el perfil hidropático del recep- 
tor de la hormona de crecimiento humana revela la presencia de una 
secuencia de señalización hidrófoba en el extremo N-terminal de la 
proteína y una secuencia hidrófoba de detención de la transferencia 
interna (Fig. 13-16a). Sobre la base de este perfil, podemos deducir 
correctamente que el receptor de la hormona de crecimiento humana 
es una proteína integral de la membrana tipo 1. El perfil hidropático 
del receptor de la asialoglucoproteína, una proteína de la superficie 
celular que media en la eliminación de las glucoproteínas extracelu- 
lares anormales, muestra una secuencia hidrófoba de señalización- 
anclaje interna prominente, pero no proporciona indicación acerca 
de la secuencia de señalización N-terminal hidrófoba (Fig. 13-16b). 
De este modo, podemos predecir que el receptor de la asialogluco- 
proteína es una proteína de membrana tipo II o tipo II. La distri- 
bución de los residuos cargados en cualquiera de los dos lados de 
la secuencia de señalización-anclaje con frecuencia puede diferenciar 
entre estas posibilidades, ya que los aminoácidos con carga positiva 
que están a ambos lados del segmento que atraviesa la membrana 
habitualmente se encuentran orientados hacia la cara citosólica de 
ésta. Por ejemplo, en el caso del receptor de la asialoglucoproteína, el 
examen de los residuos que se sitúan a ambos lados de la secuencia 


(a) Receptor de hormona del crecimiento humana (tipo 1) 
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total de cada segmento de 20 arninoácidos contiguos, en toda la longitud de 
una proteína. Los valores positivos indican porciones relativamente hidrófobas; 
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Extremo C-terminal 


los valores negativos, porciones relativamente polares de la proteína. Están 
marcadas las secuencias topogénicas probables. Los perfiles complejos para las 
proteínas de paso múltiple (tipo IV), como la GLUT1 en la parte (c), con frecuen- 
cia, deben ser completados con otros análisis para determinar la topología de 
estas proteínas. 
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13.2 Inserción de las proteínas de la membrana dentro del RE 


de señalización-anclaje revela que los residuos en el lado N-terminal 13.3 Modificaciones, dell Control 
tienen carga positiva neta, lo que predice correctamente que ésta es de calidad de las proteinas ene 
una proteína tipo Il. 


, as solubles que se secre 

El perfil hidropático del transportador de glucosa GLUTI, una Las proteínas de A ceo le e Ñ ek 
proteína de membrana de paso múltiple, muestra la presencia de nu- rugoso sufren E ir coyalente vs procesamiento 4.4" 
merosos segmentos que son lo suficientemente hidrófobos como para su destino final: cien RE vel Gola, (2). Lon elo 
constituir hélices que se insertan en la membrana (Fig. 13-16c). La carbohidratos de CO en el RE, (3) el plegamiento adecuado Pe 
complejidad de este perfil ilustra la dificultad para identificar con pre- de enlaces disu ps ey elensaabla je de prota a E las 
cisión todos los segmentos que están insertos en la membrana en una cadenas polipeptí Dn ye las roturas proteolíticas Pa ¡ples 
proteína de paso múltiple y para predecir la topología de las secuencias subunidades en el R Y desecreción. ¡Eo términos Cas ey 
de señalización-anclaje y de detención de la transferencia. Se han desa- el RE, el Golgi y las vesículas de a general, 
rrollado algoritmos computacionales más sofisticados que consideran estas modificaciones promueven .... E o Proteina 
la presencia de los aminoácidos con carga positiva adyacentes a los seg- que serán secretadas en sus estruc eo pe 0 En estab); 
mentos hidrófobos, así como la longitud y el espacio que existe entre dad estructural a las proteínas Ep en € EXtracel yla, 
estos segmentos. Empleando esta información, los mejores algoritmos Las modificaciones del tipo de la a all O además 
pueden predecir la topología compleja de las proteínas de paso múlti- que la célula produzca un amplio grupo 25 mo'Eculas quimicamen: 
ple con una precisión superior al 75%. te distintas, en la superficie celulas que constituyan la base de las 

Finalmente, la homología de secuencia con una proteína conocida interacciones moleculares específicas empleadas en la adhesión, y la 
puede permitir la predicción precisa de la topología de una proteína de comunicación intercelular. o 
paso múltiple recién descubierta. Por ejemplo, los genomas de los or- En la mayoría de las proteínas que se sintetizan en el RE rugoso, 
ganismos multicelulares codifican un número muy grande de proteínas se agrega una o más cadenas de carbohidratos; de hecho, la glucos;. 
de paso múltiple con siete hélices o, que atraviesan la membrana. Las lación es la principal modificación química de la mayoría de estas 
similitudes entre las secuencias de estas proteínas indica que todas éstas proteínas. Las proteínas con carbohidratos unidos se conocen como 
posen la misma topología que el receptor acoplado a la proteína G, que glucoproteínas. Las cadenas de hidratos de carbono de las glucopro- 
tiene su extremo N-terminal orientado hacia el lado exoplasmático y su teínas añadidas al grupo hidroxilo (-OH) en los residuos de serina y 
C-terminal, hacia al lado citosólico de la membrana. treonina se conocen como oligosacáridos O-ligados, y las cadenas de 


carbohidratos unidas al nitrógeno amida de la asparagina se conocen 
como oligosacáridos N-ligados. Los diversos tipos de oligosacáridos 
O-ligados incluyen las cadenas mucinoides tipo O-ligados (que re- 
ciben su nombre por las abundantes glucoproteínas presentes en el 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 13.2 


: ¡del telde b dentro del RE moco) y las modificaciones con carbohidratos de los proteoglucanos 
nserción de las proteínas de la membrana Qee descritos en el Capítulo 20. Las cadenas O-ligadas contienen solo en- 


tre uno y cuatro residuos de azúcar añadidos a las proteínas por en- 
zimas, como la glucosiltransferasa, localizadas en la luz del complejo 
de Golgi. Los oligosacáridos N-ligados más comunes son más grandes 


* Las proteínas integrales de membrana, sintetizadas en el RE rugoso, 
pertenecen a una de las cinco clases topológicas, como así también a un 
tipo vinculado a los lípidos (véase la Fig. 13-10). 


* Las secuencias topogénicas (las secuencias de señalización N-termi- Ao es E ia pod En id a a 
nal, las secuencias internas de detención de la transferencia-anclaje y cabo en el RE ds és ER N- da pres Amón e paa 
las secuencias internas de señalización-anclaje) dirigen la inserción y la enel RE la d desl ] 8 eS > AA nie 
orientación de las proteínas nacientes dentro de la membrana del RE, O SI EnnOS POR poros 
La orientación es retenida durante el transporte de la proteína de mem- dle Po ica 

¡ : pi La formación de enlaces disulfu ico y el en- 
brana completa a su destino final (p. ej., la membrana plasmática). ' em aces disulfuro, el plegamiento prote És 

samblaje de las proteínas multiméricas, que tienen lugar exclusivamen 

* Las proteínas de membrana de paso único contienen una o dos se- te en el RE rugoso, se analizan también en esta sección. Solo las pr0- 
cuencias topogénicas. En las proteínas de paso múltiple, cada seg- teínas adecuadamente plegadas y ensambladas se transportan desde el 
mento helicoidal O. puede operar como una secuencia topogénica RE rugoso hacia el complejo de Golgi y, por último, hacia la superfick 
interna; esto depende de su localización en la cadena polipeptídica y celular u otro destino final mediante la vía de secreción. Las proteín 
de la presencia de residuos adyacentes positivamente cargados (véase no plegadas, 


mal plegadas o parcialmente plegadas y ensambladas $ 


la Fig. 13-14), retienen de modo selectivo en el RE rugoso y luego pueden degrada 


; ; . a a Consideramos varia isti « idad” en l 
Algunas proteínas de la superficie celular son sintetizadas inicialmen- ale d > características de este “control de cali 
z . Í tima parte ] 
te Como proteínas de tipo 1 en la membrana del RE y luego son escin- C AS de Aa salización 
5 : : . ña 
didas con su dominio luminal, transferidas a un ancla GPL (véase la omo se analizó anteriormente, las secuencias de se 


: : ] , to" 
Fig. 13-15). hacia el RE del N-terminal son escindidas de las proteínas sec 


ras solubles y de las proteínas de membrana tipo 1 en el RE. a 
proteínas también sufren otras escisiones proteolíticas específicas le 
el complejo de Golgi o en las vesículas de secreción. En el a 
capítulo, describimos este tipo de escisiones, así como las modi te 
ciones de los carbohidratos que ocurren, principal o exclusivame 
en el complejo de Golgi. 
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Un oligosacárido preformado N-ligado se agrega 
a muchas proteínas en el RE rugoso 


La biosíntesis de todos los oligosacáridos N-ligados se inicia en e] RE 
rugoso con la adición de un precursor de oligosacárido preformado 
que contiene 14 residuos (Fig. 13-17). La estructura de este precursor 
es la misma en los vegetales, animales y eucariontes unicelulares: un 
oligosacárido ramificado que contiene 3 moléculas de glucosa (Gle) 
9 de manosa (Man) y 2 de N-acetilglucosamina (GICNAc), que olle 
escribirse como Glc,Man,(GIcNAc),. Una vez que se ha agregado a la 
proteína, esta estructura de carbohidrato ramificada se modifica por 
adición o eliminación de los monosacáridos en los compartimentos del 
RE y el complejo de Golgi. Las modificaciones a las cadenas N-ligadas 
difieren de una glucoproteína a otra y entre diferentes organismos, 
pero se conserva un núcleo de 5 de los 14 residuos en las estructuras 
de todos los oligosacáridos N-ligados en las proteínas secretoras y las 
de membrana. 

Antes de la transferencia a una cadena naciente en la luz del RE, el 
oligosacárido precursor se ensambla en un ancla unida a la membrana 
denominada dolicol fosfato, un lípido poliisoprenoide de cadena larga 
(Cap. 10). Después de que el primer azúcar, GIcNAc, se une al dolicol 
fosfato mediante un enlace pirofosfato, los otros azúcares se agregan 
por medio de enlaces glucosídicos a un conjunto complejo de reaccio- 
nes, catalizado por enzimas unidas a las caras citosólica o luminal de 
la membrana del RE rugoso (Fig. 13-17). El oligosacárido pirofosforil 


Bloqueado 
por tunicamicina 


UDP UDP 


Citosol 


Dolicol 
fosfato 


Ml = N-acetilglucosamina 


OQ = Manosa 


A = Glucosa Luz del RE 


FIGURA 13-17 Biosíntesis del precursor de dE AREA al 
fosfato es un lípido fuertemente hidrófobo que contiene El e 
carbono, y está embebido en la membrana del RE. Se añaden year ctl 
de N-acetilglucosamina (GICNAc) y cinco residuos de manosa, U a de 
dolicol fosfato de la cara citosólica de la membrana del RE (pasos HE), 
donantes de nucleótido-azúcar, en estas reacciones y a ea . 
sintetizan en el citosol. Nótese que el primer residuo de azúcar está un! o Ñ 
dolicol mediante un enlace pirofosfato de alta energia: La al ña 
bloquea la primera enzima de esta vía, inhibe la síntesis de todos los olig 


13.3 Modificaciones, plegamiento y control de calidad de las proteínas € 
A 


dolicol resultante está orientado de modo tal que la porción del oli 
sacárido enfrenta la luz del RE. 

Todo el precursor de 14 residuos es transferido desde el portador 
dolicol a un residuo de asparagina en un polipéptido naciente a medida 
que emerge hacia la luz del RE (Fig. 13-18, paso EZ). Solo los residuos de 
asparagina en las secuencias del tripéptido Asn-X-Ser y Asn-X-Thr (en 
los que X es cualquier aminoácido, excepto prolina) son sustratos de la 
oligosacaril transferasa, la enzima que cataliza esta reacción. Dos de las 
tres subunidades de esta enzima son proteínas de membrana del RE cu- 
yos dominios citosólicos se unen al ribosoma, lo que ubica una tercera 
subunidad de la transferasa, la catalítica, cerca de la cadena de polipép- 
tido creciente en la luz del RE. No todas las secuencias Asn-X-Ser/Thr se 
glucosilan, y no es posible predecir —a partir de la secuencia de aminoá- 
cidos exclusivamente— cuáles son los sitios de potencial glucosilación 
N-ligada que se modificarán; por ejemplo, el rápido plegamiento de un 
segmento de una proteína que contiene una secuencia Asn-X-Ser/Thr 
puede evitar la transferencia del oligosacárido precursor a ese segmento. 

Inmediatamente después de que el precursor completo, 
Glc,Man,(GICNAc), se transfiere a un polipéptido naciente, tres en- 
zimas diferentes, denominadas glucosidasas, eliminan los tres resi- 
duos de glucosa y un residuo de manosa en particular (Fig. 13-18, 
pasos BLB. Los tres residuos de glucosa, que son los últimos residuos 
agregados durante la síntesis del precursor en el portador de dolicol, 
parecen actuar como una señal de que el oligosacárido está completo y 
listo para ser transferido a una proteína. 


go- 


Precursor 
completo 


sacáridos N-ligados de las células. Después de que el intermediario dolicol 
pirofosforilo de siete residuos cambia a la cara luminal (paso EJ), los cuatro 
residuos de manosa y los tres residuos de glucosa restantes se añaden uno 
por vez (pasos El, E). En las últimas reacciones, el azúcar que será añadido se 
transhere, primero, desde un nucleótido-azúcar a un transportador dolicol- 
fosfato en la cara citosólica del RE; luego, el transportador se vuelve hacia 

la cara luminal, donde el azúcar es transferido al oligosacárido creciente; 
después, el transportador “vacio” se vuelve nuevamente a la cara citosólica. 
(Tomado de C. Abeijon y C. B. Hirschberg, 1992, Trends Biochem. Sci, 17:32.) 
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FIGURA 13-18 Adición y procesamiento inicial de oligosacáridos 
N-ligados. En el RE rugoso de las células de los vertebrados, el precursor 
Gic,Man,(GICNAc), es transferido desde el transportador dolicol hacia un 
residuo de asparagina susceptible, en una proteína naciente, tan pronto como 
la asparagina atraviesa al lado luminal del RE (paso II). En tres reacciones sepa- 
radas, en primer lugar un residuo de glucosa (paso PJ); luego, dos residuos de 
glucosa (paso EJ) y, finalmente, un residuo de manosa (paso EJ) son eliminados. 


Las cadenas laterales de los oligosacáridos 
pueden promover el plegamiento y la estabilidad 
de las glucoproteínas 


Los oligosacáridos unidos a las glucoproteínas cumplen varias funcio- 
nes. Por ejemplo, algunas proteínas requieren los oligosacáridos N- 
ligados para plegarse adecuadamente en el RE. Esta función ha sido 
demostrada en estudios realizados con el antibiótico tunicamicina, que 
bloquea el primer paso de la formación del precursor ligado a dolicol y, 
por lo tanto, inhibe la síntesis de todos los oligosacáridos N-ligados en 
las células (véase la Fig. 13-17, arriba, a la izquierda). Por ejemplo, en 
presencia de tunicamicina, el polipéptido precursor de la hemaglutini- 
na del virus de la influenza (HA,) se sintetiza, pero no puede plegarse 
adecuadamente y formar un trímero normal; en este caso, la proteína 
permanece mal plegada en el RE rugoso. Más aún, la mutación de una 
asparagina en particular en la secuencia de la HA a un residuo de gluta- 
mina evita la adición de un oligosacárido N-ligado a ese sitio y hace que 
la proteína se acumule en el RE en un estado desplegado. 

Además de promover el plegamiento adecuado, los oligosacáridos 
N-ligados también confieren estabilidad a muchas glucoproteínas se- 
cretadas. Numerosas proteínas secretoras se pliegan adecuadamente 
y son transportadas hacia su destino final, aunque esté bloqueada la 
adición de todos los oligosacáridos N-ligados, por ejemplo, por la tu- 
nicamicina. Sin embargo, estas proteínas no glucosiladas mostraron ser 
menos estables que las formas glucosiladas. Por ejemplo, la fibronec- 
tina glucosilada, un componente normal de la matriz extracelular, se 
degrada mucho más lentamente por acción de las proteasas tisulares 
que la fibronectina no glucosilada. 

Los oligosacáridos de ciertas glucoproteínas de la superficie celular 
también desempeñan una función en la adhesión intercelular. Por ejem- 
plo, la membrana plasmática de los glóbulos blancos (leucocitos) contie- 
ne moléculas de adhesión celular (CAM), que están extensamente gluco- 
siladas. Los oligosacáridos de estas moléculas interactúan con el dominio 
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(Man)g(GIcNAc), ) 


o = Manosa 
A = Glucosa 


La adición posterior de un residuo de glucosa (paso EE) cumple un papg 4, 
plegamiento correcto de muchas proteínas en el plegamiento del RE, Como: 
analizará después, El proceso de glucosilación N-ligada de una proteína solu 
secretora se muestra aquí, pero las porciones luminales de una proteína inte. 
gral de la membrana pueden ser modificadas sobre los residuos de aSparagi. 
por el mismo mecanismo. (Véase R. Kornfeld y S. Kornfeld, 1985, Ann. Rev. Biochem 4563; ÚN 
Sousa y A. J. Parodi, 1995, EMBOJ. 14:41 96.) 


que une azúcares en ciertas CAM presentes en las células endoteliales que 
revisten los vasos sanguíneos. Esta interacción une los leucocitos al ep. 
dotelio y ayuda en su movimiento hacia el interior de los tejidos duras 
una respuesta inflamatoria a la infección (véase la Fig. 20-39). Otras elu- 
coproteínas de la superficie celular poseen cadenas laterales de oligosaci- 
ridos que pueden inducir una respuesta inmunitaria. Un ejemplo común 
está representado por los antígenos de los grupos sanguíneos A, B, 0, 
que son oligosacáridos O-ligados unidos a glucoproteínas y glucolípidos 
de la superficie de los eritrocitos y de otros tipos celulares (Fig. 10-20) 
En ambos casos, los oligosacáridos se agregan a la superficie luminal de 
estas proteínas de la membrana de modo similar a lo que se muestra en 
la Figura 13-18 para las proteínas solubles. La cara luminal de estas pro- 
teínas de membrana es topológicamente equivalente a la cara exterior d« 
la membrana plasmática en la que, finalmente, terminan estas proteína: 


Los enlaces disulfuro son formados y reordenado: 
por proteínas de la luz del RE 


En el Capítulo 3 aprendimos que tanto los enlaces disulfuro ($5 
intramoleculares como intermoleculares ayudan a estabilizar la esti 
tura terciaria y cuaternaria de muchas proteínas. Estos enlaces covaler 
tes se forman por la unión Oxidativa de los grupos sulfhidrilo En 
conocidos también como grupos tiol, sobre dos residuos de cisteind Ñ 
la misma cadena polipeptídica o en cadenas polipeptídicas te 
Esta reacción puede producirse de forma espontánea solo cuando A 
presente un oxidante adecuado. En las células eucariónticas, $ nt 
enlaces disulfuro solo en la luz del RE rugoso. De modo que los a 
disulfuro se encuentran solamente en las proteínas de secreción e 
bles y en los dominios exoplasmáticos de las proteínas de la cai 
Las proteínas citosólicas y de los orgánulos sintetizadas sobre los y 
somas libres (las destinadas a las mitocondrias, cloroplastos, pero” 
mas, etc.) habitualmente carecen de enlaces disulfuro. 


y 


La formación eficiente de los enlaces disulfuro en la luz del RE de- 
pende de la enzima proteína disulfuro isomerasa (PDI), que está pre- 
sente en todas las células eucariónticas. Esta enzima abunda especial- 
mente en el RE de las células secretoras en órganos como el hígado y el 
páncreas, en las que se producen grandes cantidades de proteínas que 
contienen enlaces disulfuro. Como se muestra en la Figura 13-19a, el 
enlace disulfuro en el sitio activo de la PDI puede transferirse fácilmen- 
te a una proteína a través de dos acciones de transferencia tiol-disulfuro 
secuenciales. La PDI reducida, generada por esta reacción, vuelve a una 
forma oxidada por acción de una proteína residente en el RE, denomi- 
nada Erol, que lleva un enlace disulfuro que puede ser transferido a la 
PDI. La propia Erol se oxida por una reacción con el oxígeno molecu- 
lar que ha difundido en el RE. 

En las proteínas que contienen más de un enlace disulfuro, el apa- 
reamiento adecuado de los residuos de cisteína es esencial para la es- 
tructura y actividades normales. Los enlaces disulfuro, por lo general, 
se forman entre cisteínas que aparecen secuencialmente en las secuen- 


(a) Formación de un enlace disulfuro 
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FIGURA 13-19 Acción de la proteína disulfuro isomerasa (PDH). 0 PDI 
forma y reacomoda enlaces disulfuro por medio de un sitio activo pe a 
residuos de cisteína cercanos, que fácilmente se interconvierten entre a orma 
ditiol reducida y la forma disulfuro oxidada. Las flechas numeradas en an 
indican la secuencia de las transferencias electrónicas. Las barras en amari e) 
representan los enlaces disulfuro. (a) En la formación de los enlaces disulfu- 

ro, la forma ¡onizada (-S”) de una cisteína de un tiol, en la proteína sustrato, 
reacciona con el enlace disulfuro (S-S) en una PDI oxidada para formar un 
intermediario PDI, con enlace disulfuro-proteína sustrato. Luego, un segundo 
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cias de aminoácidos, mientras que un polipéptido aún se encuentra 

creciendo sobre el ribosoma. Sin embargo, esta formación secuencia] 

en ciertas ocasiones produce enlaces disulfuro entre las cisteínas equi- 

vocadas. Por ejemplo, la proinsulina, un precursor de la hormona pep- 

tídica insulina, tiene tres enlaces disulfuro que unen las cisteínas 1 y 4, 2 | 
y 6, y 3 y 5. En este caso, un enlace disulfuro que inicialmente se formó | 
secuencialmente (p. ej., entre las cisteínas 1 y 2) no se hubiera reorde- | 
nado para que la proteína alcanzara su conformación plegada adecua- 

da. En las células, el reordenamiento de los enlaces disulfuro también se 

ve acelerado por la PDI, que actúa en un amplio espectro de sustratos 

proteicos y les permite a éstos alcanzar sus conformaciones termodiná- 
micamente más estables (Fig. 13-19b). Los enlaces disulfuro, en gene- 

ral, se forman en un orden específico; en primer término, estabilizan 
pequeños dominios de un polipéptido y luego, las interacciones entre 
segmentos más distantes; este fenómeno se ilustra en el plegamiento de 

la proteína hemaglutinina (HA) de la influenza, que se analizará en la 

siguiente sección. 


S==S 


Ero1 oxidada 


Proteína 
sustrato 
oxidada 


Proteína con enlaces 
disulfuro correctos 


tiol ionizado en el sustrato reacciona con este intermediario; forma un enlace 
disulfuro con la proteína sustrato y libera la PDI reducida. A su vez, la PDI 
transfere electrones a un enlace disulfuro en la proteína luminal Ero1, lo que 
regenera la forma oxidada de la PDI. (b) La PDI reducida puede catalizar el 
reacomodamiento de enlaces disulfuro incorrectamente formados mediante 
reacciones de transferencia similares tiol-disulfuro. En este caso, la PDI reducida 
se inicia y se regenera en la vía de reacción. Estas reacciones se repiten hasta 
que se logra la conformación más estable de la proteína. (Vease M M Lyles y HF 
Gilbert, 1991, Biochemistry 30:619.) 
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Las chaperonas y otras proteínas del RE facilitan 
el plegamiento y el ensamblaje de las proteínas 


Si bien muchas proteínas desnaturalizadas pueden volver a plegarse 
en forma espontánea a su estado nativo in vitro, este repliegue habi- 
tualmente requiere horas para completarse. En lugar de ello, nuevas 
proteínas solubles y de membrana producidas en el RE, en general, se 
pliegan a su conformación adecuada en el lapso de minutos después de 
la síntesis. El rápido plegamiento de estas proteínas recién sintetizadas 
en las células depende de la acción secuencial de varias proteínas pre- 
sentes dentro de la luz del RE. Hemos visto ya de qué modo la chape- 
rona molecular BiP puede conducir la translocación postraduccional 
en las levaduras, al unirse a polipéptidos completamente sintetizados, a 
medida que ingresan en el RE (véase la Fig. 13-9). La BiP también 5h 


(a) Oligosacaril 


transferasa 


Dolicol 
oligosacárido 


Citosol 


Luz del RE 


FIGURA 13-20 Plegamiento y ensamblaje de la hemaglutini- 
na. (a) Mecanismo de ensamblaje de los trimeros de (HA). La unión 
transitoria de la chaperona BiP (paso [EJ) a la cadena naciente y de dos 
lectinas, la calnexina y la calreticulina, a ciertas cadenas de oligosacá- 
ridos (paso HI) promueve el plegamiento adecuado de segmentos 
adyacentes. Se agrega un total de siete cadenas de oligosacáridos 
N-ligados a la porción luminal de la cadena naciente durante la trans- 
locación cotraduccional, y la PDI cataliza la formación de seis enlaces 
disulfuro por monómero. Los monómeros de HA, completos se anclan 
a la membrana por una hélice a. simple que abarca la membrana 

con su extremo N-terminal en la luz (paso EJ). La interacción de las 
tres cadenas HA, entre sí, inicialmente por medio de sus hélices a 
transmembrana, aparentemente desencadena la formación de un 
largo tallo que contiene una hélice a. desde la parte luminal de cada 
polipéptido HA,, Finalmente, se producen interacciones entre las tres 
cabezas globulares y se genera un trímero HA, estable (paso EJ. (b) 
Fotomicrografía electrónica de un virión de la influenza completo, que 
muestra los trímeros de la proteína HA, que sobresalen como espigas 
desde la superficie de la membrana viral. (La parte [a], véase U. Tatu et at, 1995, 
EMBO ) 14:1340 y D Herbert et al, 1997, J, Cell Biol 139.613 La parte [b], Chris Bjornberg/ 
Photo Researchers, Inc.) 
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de unirse de manera transitoria a cadenas nacientes, a Medida 
gresan en el RE durante la translocación cotraduccional, Se Cree 

BiP unida evita que los segmentos de una cadena naciente se de la 
incorrectamente o formen agregados, lo que promovería el plegam;. ' 
to del polipéptido completo en la conformación adecuada. La ca 
disulfuro isomerasa contribuye también al plegamiento adecuado “a 
que la conformación 3-D estabiliza por medio de enlaces dislf 
muchas proteínas. il 

Como se ilustró en la Figura 13-20, otras dos proteínas de] RE | 

lectinas homólogas (proteínas que unen hidratos de carbono) calmex as 
y calreticulina, se unen selectivamente a ciertos oligosacáridos Nola, 
en cadenas nacientes. El ligando para estas dos lectinas, que se Pl 
al precursor oligosacárido N-ligado pero que tiene solo un residyy, A 
glucosa (Glc,Man,[GIcNAc],), es generado por una glucosiltransferas, 


Que in. 


a-hélice 
luminal 


a-hélice que se 
extiende en la membrana 


Trímero HA, 


Calreticulina Monómero 


HA, completo 


(b) 


específica de la luz del RE (véase la Fig. 13-18, paso EBJ). Esta enzima 
actúa solo en las cadenas polipeptídicas no plegadas o mal plegadas y, en 
este caso, la glucosiltransferasa actúa como uno de los mecanismos de 
vigilancia primarios para asegurar el control de calidad del plegamiento 
o . 
proteico en el RE, pero el mecanismo por el cual la glucosiltransferasa 
distingue proteínas plegadas de no plegadas aún no se conoce. La unión 
calnexi alreticuli : 

de la calnexina y la c eticulina a las cadenas nacientes no plegadas, 
marcadas con oligosacáridos N-ligados glucosilados, evita la agregación 
de los segmentos adyacentes de una proteína, a medida que está siendo 
sintetizada en el RE. Así, la calnexina y la calreticulina, al igual que la 
BiP, impiden que se produzca el plegamiento prematuro incorrecto de 
segmentos de una proteína recién sintetizada. 

Otros catalizadores impor tantes del plegamiento proteico en la luz 
del RE son las peptidil-prolil isomerasas, una familia de enzimas que 
acelera la rotación alrededor de los enlaces peptidil-prolil en los resi- 
duos de prolina en segmentos no plegados de un polipéptido: 


0) NH 
Xx / 
C 
NX 
Rotación HC—CH, O HC CH, 
alrededor NE / X Xx /” A” Prolil 
del enlace PIDO A ¿EN CH) 
peptídico Ch) CH 
Prolil ll 
ÓN 
o” nh 
eS 
cis trans 


En ciertas Ocasiones, estas isomerizaciones constituyen el paso limitan- 
te de la velocidad en el plegamiento de los dominios proteicos. Muchas 
peptidil-prolil isomerasas pueden catalizar la rotación de enlaces ex- 
puestos peptidil-prolil indiscriminadamente en numerosas proteínas, 
pero algunas tienen sustratos proteicos muy específicos. 

Importantes proteínas secretoras solubles y de membrana, sinte- 
tizadas en el RE, están construidas por dos o más subunidades poli- 
peptídicas. En todos los casos, el ensamblaje de las subunidades que 
constituyen estas proteínas de múltiples subunidades (multiméricas) 
se produce en el RE. Una clase importante de proteínas multiméri- 
cas secretadas son las inmunoglobulinas, que contienen dos cadenas 
pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L), todas unidas mediante enlaces 
disulfuro intracatenarios. La HA es otra proteína multimérica que 
proporciona un buen ejemplo de plegamiento y ensamblaje de subu- 
nidades (véase la Fig. 13-20). Esta proteína trimérica forma las espigas 
que sobresalen de la superficie de la partícula del virus de la influenza. 
El trímero HA se forma dentro del RE de una célula huésped infecta- 
da, a partir de tres copias de un precursor de la proteína, denominado 
HA,, que posee una sola hélice O. que se inserta en la membrana. En 
el complejo de Golgi, cada una de las tres proteínas HA, es escindida 
para formar dos polipéptidos, HA, y HA); así, cada molécula ELA que 
finalmente se encuentra en la superficie del virus contiene tres coplas 
de HA, y tres de HA, (véase la Fig. 3-10). El trímero está estabilizado 
por interacciones entre los dominios exoplasmáticos grandes de los 
polipéptidos constituyentes, que se extienden hacia el interior de la 
luz del RE; después de que la HA se ha transportado a la superfi- 
cie celular, estos dominios se extienden hacia el espacio extracelu- 
lar. Las interacciones entre las porciones citosólicas más pequeñas 
y las porciones integradas a la membrana de las subunidades de la 
HA también ayudan a estabilizar la proteína trimérica. Los estudios 


han mostrado que se requieren 10 minutos, exactamente, para que 
los polipéptidos HA, se plieguen y ensamblen en su conformación 
trimérica adecuada. 


Las proteínas plegadas inadecuadamente en 
el RE inducen la expresión de catalizadores del 
plegamiento proteico 


Las proteínas silvestres sintetizadas en el RE rugoso no pueden salir de 
este compartimento, a menos que logren su conformación completa- 
mente plegada. De forma similar, casi cualquier mutación que evite el 
plegamiento adecuado de una proteína en el RE bloquea, además, el 
movimiento del polipéptido de la luz de éste o su membrana hacia el 
complejo de Golgi. Los mecanismos destinados a retener las proteínas 
no plegadas o plegadas de modo incompleto dentro del RE, probable- 
mente, incrementen la eficiencia global del plegamiento al mantener 
formas intermedias en la vecindad de los catalizadores de plegamiento, 
que son más abundantes en el RE. Las proteínas inadecuadamente ple- 
gadas retenidas dentro del RE, por lo general, se encuentran unidas a 
las chaperonas BiP y a la calnexina. De este modo, estos catalizadores 
del plegamiento luminal desempeñan dos funciones relacionadas: ayu- 
dar al plegamiento de las proteínas normales, evitando su agregación, y 
unirse a las proteínas mal plegadas para retenerlas en el RE. 

Tanto las células de mamífero como las levaduras responden a la 
presencia de proteínas no plegadas en el RE rugoso con el aumento 
de la transcripción de varios genes que codifican chaperonas del RE 
y otros catalizadores del plegamiento. Un participante clave en esta 
respuesta a la proteína no plegada es la Irel, una proteína de la mem- 
brana del RE que se encuentra como monómero y como dímero. La 
forma dimérica, no la monomérica, promueve la formación de Hacl, 
un factor de transcripción de las levaduras que activa la expresión de 
los genes, inducida en respuesta a la proteína no plegada. Como se 
muestra en la Figura 13-21, la unión de la BiP al dominio luminal de 
la Irel monomérica evita la formación del dímero Irel. Así, la can- 
tidad de BiP libre en la luz del RE determina la proporción relativa 
de lrel monomérica y dimérica. La acumulación de proteínas no 
plegadas dentro de la luz del RE secuestra las moléculas de BiP y las 
torna no disponibles para su unión al lrel. Como resultado, aumen- 
tan los niveles de la Irel dimérica, lo que conduce a un incremento 
en el nivel de Hacl y de la producción de proteínas que ayudan el 
plegamiento proteico. 

Las células de mamífero contienen una vía regulatoria adicional 
que opera en respuesta a las proteínas no plegadas en el RE. En esta 
vía, la acumulación de proteínas no plegadas en el RE desencadena 
la proteólisis de la ATF6, una proteína transmembrana de la mem- 
brana del RE, en un sitio dentro del segmento que está inserto en la 
membrana. El dominio citosólico de ATF6, liberado por proteólisis, 
se desplaza luego hacia el núcleo, donde estimula la transcripción de 
los genes que codifican las chaperonas RE. La activación de un factor 
de transcripción por medio de esta proteólisis regulada intramembra- 
na se produce también en la vía de señalización Notch y durante la 
activación del factor de transcripción SREBP en respuesta al coleste- 
rol (véanse las Figs. 16-35 y 16-37). 


Una forma hereditaria de enfisema ilustra los efectos dañinos que 
pueden resultar del plegamiento inadecuado de las proteínas en 
el RE. Esta enfermedad es provocada por una mutación puntual en la 
antitripsina 0, que normalmente es secretada por los hepatocitos y los 
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FIGURA 13-21 La respuesta de proteína no plegada. La Ire, una pro- 
teína transmembrana de la membrana del RE, tiene un sitio de unión para 
la BiP en su dominio luminal; el dominio citosólico contiene una endonu- 
cleasa de RNA específica. Paso l: la acumulación de proteínas no plegadas 
en la luz del RE une moléculas BiP lo que las libera de la Ire1] monomérica. 
La dimerización de la Ire1 genera, entonces, su actividad de endonucleasa. 
Pasos EJ El el precursor de mRNA, no segmentado ni empalmado, que 
codifica el factor de transcripción Hac1 es escindido por la Irel dimérica, y 
los dos exones son unidos para formar un mRNA funcional de Hac1. La evi- 
dencia actual indica que este procesamiento sucede en el citosol, aunque 
el procesamiento del pre-mRNA generalmente se produzca en el núcleo, 
Paso Bl: el Hac] se traduce a la proteína Hac1, que luego vuelve al núcleo 

y activa la transcripción de los genes que codifican varios catalizadores del 
plegamiento de las proteínas. (Véase U. Ruegsegger et al, 2001, Cell 107:103, A. Bertolotti y 
cols. 2000, Nat. Cell Biol 2:326 y C. Sidrauski y P. Walter, 1997, Cell 90:1031.) 


macrófagos. La proteína silvestre se une a la tripsina, a la que inhibe, y 
también a la proteasa sanguínea elastasa. En ausencia de antitripsina 
01,, la elastasa degrada el tejido fino del pulmón que participa en la ab- 
sorción del oxígeno, lo que produce finalmente los síntomas del enfise- 
ma. Si bien la antitripsina 01, mutante es sintetizada en el RE rugoso, no 
se pliega adecuadamente y forma un agregado casi cristalino que no se 
exporta desde el RE. En los hepatocitos, la secreción de otras proteínas 
también se ve afectada, a medida que el RE rugoso se va llenando con la 
antitripsina 0., agregada. M 


Las proteínas no ensambladas o mal plegadas del 
RE con frecuencia son transportadas hacia el citosol 
para su degradación 


Las proteínas solubles secretoras y las proteínas de membrana, así 
como las subunidades no ensambladas de las proteínas multiméricas, 
con frecuencia se degradan en un lapso de aproximadamente una hora 
o dos, después de su síntesis en el RE rugoso. Durante muchos años, los 
investigadores consideraron que las enzimas proteolíticas presentes en 
la luz del RE catalizaban la degradación de los polipéptidos mal ple- 
gados o no ensamblados, pero estas proteasas nunca fueron halladas. 
Estudios más recientes han mostrado que las proteínas de secreción 
mal plegadas son reconocidas por proteínas de membrana específicas 
del RE y son direccionadas para su transporte desde la luz del RE hacia 
el citosol, en un proceso conocido como dislocación. 

La dislocación de las proteínas mal plegadas al exterior del RE de- 
pende de un conjunto de proteínas localizadas en la membrana de éste y 
en el citosol, que llevan a cabo tres funciones básicas. La primera de éstas 
es el reconocimiento de las proteínas mal plegadas que serán sustra- 
tos para la reacción de dislocación. Un mecanismo de reconocimiento 
implica el recorte de las cadenas de hidrato de carbono N-ligadas por 
la enzima 0.-manosidasa 1 (Fig. 13-22). Los glucanos recortados de la 
estructura Man,(GIcNAc), son reconocidos por la proteína lectinoide 
conocida como EDEM, y los glucanos que adicionalmente se recortan a 
Man,(GICNAc), son reconocidos por la proteína lectinoide OS-9. Tanto 
la EDEM como la OS-9 direccionan la glucoproteína recortada hacia 
el ap lejo de dislocación para su degradación. Se desconoce el me- 
o a dig pra 
tratos para el proceso de dislocació e a aid 
transitorios parcialmente rios Es de PA ados 

S que adquieren su conforma- 
ción completamente plegada. Es probable que el recorte de las cadenas 
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de hidratos de carbono N-ligadas por las 0.-manosidasa 1 se produzca 
lentamente, de modo tal que solo las glucoproteínas que permanecen 
mal plegadas en la luz del RE durante un período lo suficientemente 
prolongado son recortadas y, por lo tanto, direccionadas para su degra- 
dación. Las proteínas luminales que carecen de cadenas de hidratos de 
carbono también pueden ser direccionadas para su degradación, lo que 
indica que deben existir, además, otros procesos para el reconocimiento 
de las proteínas no plegadas. Otros mecanismos destinados a recono- 
cer proteínas no plegadas que no involucran el recorte de cadenas de 
hidratos de carbono N-ligados deberían existir porque las proteínas de 
membrana que carecen de cadenas de hidratos de carbono N-ligados, de 
otra manera, no podrían ser direccionadas para su degradación. 

Una vez que una proteína no plegada ha sido identificada, es direc- 
cionada para la dislocación a través de la membrana del RE. Debe hi: 
ber algún tipo de canal para la dislocación de las proteínas mal plegadas 
a través de la membrana del RE, y existe un complejo de, al menos, CU” 
tro proteínas integrales de la membrana, conocido como el comple" 
ERAD (degradación asociada al RE). La estructura del canal de dis 
cación y el mecanismo por el cual las proteínas mal plegadas atraviesa 
la membrana del RE aún no se conocen. 

A medida que segmentos del polipéptido dislocado son expuesto! 
al citosol, éstos encuentran enzimas citosólicas que impulsan Su 15" 
locación. Una de estas enzimas es una ATPasa denominada p%, ”* 
miembro de una familia de proteínas conocida como la familia j 
ATPasa AAA, que acopla la energía de la hidrólisis del ATP al desen” 
samblaje de los complejos proteicos. En la retrotranslocación, la pa 
lisis del ATP por la p97 puede proporcionar la fuerza impulso! p ña 
dirigir las proteínas mal plegadas desde la membrana del RE haci?” 
citosol. A medida que las proteínas mal plegadas reingresan €" 
sol, enzimas que son ligasas de ubicuitina —específicas de la membrad* 


| cito” 
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FIGURA 13-22 Las modificaciones de los oligosacáridos N-ligados se 
utilizan para monitorizar el plegamiento y controlar la calidad. Después 
de la eliminación de tres residuos de glucosa de los oligosacáridos N-ligados 
en el RE, puede volver a añadirse uma sola molécula de glucosa, por acción 

de una glucosil transferasa, para formar Glc,Man,(GlcNac), (véase la Fig. 13-18, 
paso EE). Este hidrato de carbono N-ligado modificado une las lectinas calnexi- 
na (CNX) y calreticulina (CRT) para la retención en el RE y la participación de las 


del RE- pueden agregar residuos de ubicuitina al péptido dislocado. En 
forma similar a la acción de la p97, la reacción de ubicuitinación está 
acoplada a la hidrólisis de ATP; esta liberación de energía posiblemente 
contribuya también al atrapamiento de las proteínas en el citosol. Los 
polipéptidos poliubicuitinados resultantes, ahora por completo en el 


citosol, son eliminados de la célula en conjunto por degradación en el 


proteasoma. El rol de la poliubicuitinación en el direccionamiento de 


las proteínas al proteasoma se analiza más extensamente en el Capítulo 


3 (véanse las Figs. 3-29 y 3-34). 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 13.3 


Modificación, plegamiento y control de calidad 

de las proteínas en el RE 

« Todos los oligosacáridos N-ligados, que se unen 2 residuos de aspa- 
eo de dos residuos de N-acetilglucosamina y, 
habitualmente, tienen varias ramas. 
unen a residuos de serina O treo- 
frecuencia contienen solo de uno 


ragina, contienen un núcl 
al menos, tres residuos de manosa; 
Los oligosacáridos O-ligados, que se 
nina, generalmente son cortos y COn 
a cuatro residuos de azúcar. 

* La formación de oligosacáridos N-ligados, comienza con el ensambla- 
je de un precursor conservado de 14 residuos, con elevada cantidad de 
manosa en el dolicol, un lípido de la membrana del RE rugoso (véase 
la Fig. 13-17). Después de que este oligosacárido preformado ha sido 
transferido a residuos de asparagina específicos, en las cadenas nacien- 
tes de polipéptidos en la luz del RE, se eliminan tres residuos de glucosa 
y uno de manosa (véase la Fig. 13-18). 

gosacáridos pueden ayudar al plegamiento 
a proteger las proteínas maduras de 
ular y funcionar como 


* Las cadenas laterales de oli 
adecuado de las glucoproteínas, 
la proteólisis, participar en la adhesión intercel 


antígenos. 
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Plegamiento/retención 


(Man)7.s(GIcNAc), 


ma > 


(Man)s(GIcNAc)> 


PP 


Manosidasa | 
de Golgi EDEM3 


Degradación 


Manosidasa | 
del RE 


Degradación 


TIN 


den plegarse y, por lo 


ento. Las proteínas que no pue ; 
tidas 


en el RE por períodos más prolongados son some 
al recorte de manosa por la manosidasa | para formar Man,(GICNAC),, que 
es reconocida por la lectina EDEM, O el recorte posterior a Man, ¿(GIcNAC),, 
reconocido por la OS-9. El reconocimiento por la EDEM o la OS-9 conduce a 
la dislocación de la proteína mal plegada fuera del RE, la ubiquitinación y la 


degradación en el proteasoma. 


chaperonas de plegamli 
tanto, quedan retenidas 


enlaces disulfuro se agregan a muchas proteínas secretoras solu- 


» Los 
mbrana en el RE. 


bles y el dominio exoplásmico de las proteínas de me 
La proteín disulfuro isomerasa (PDI), presente en la luz del RE, cataliza 
tanto la formación como la reubicación de los enlaces disulfuro (véase 


la Fig. 13-19). 

- La chaperona BiP, las lectinas calnexina y calreticulina y las peptidil- 
prolil isomerasas operan en conjunto para asegurar el adecuado plega- 
miento de las nuevas proteínas secretoras y de membrana del RE. Las 
subunidades de las proteínas multiméricas también se ensamblan en el 
RE (véase la Fig. 13-20). 

« Solo las proteínas plegadas adecuadamente y las subunidades ensam- 
bladas se transportan desde el RE rugoso hacia el complejo de Golgi 


en vesículas. 


- La acumulación de proteínas plegadas de un modo anómalo y de 
subunidades no ensambladas en el RE pueden inducir la expresión au- 
mentada de catalizadores del plegamiento de proteínas en el RE, por 
medio de la respuesta de proteínas no plegadas (Fig. 13-21). 


- Las proteínas no ensambladas, o plegadas incorrectamente en el RE 
con frecuencia son transportadas nuevamente hacia el citosol, donde 
se degradan en la vía de la ubiquitina/proteasoma (véase la Fig. 13-22) 

g. 13-22). 


13.4 Direccionamiento de las proteínas 

hacia las mitocondrias y los cloroplastos 

En el resto de este capítulo, examinaremos el modo en el que las pro- 
teínas sintetizadas en los ribosomas citosólicos son clasificadas hacia 
las mitocondrias, los cloroplastos, los peroxisomas, los ribosomas y el 
núcleo (Fig. 13-1). Tanto en las mitocondrias como en los cloroplastos, 
la luz interna denominada matriz está rodeada por una membrana do- 
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ble, y existen subcompartimentos internos dentro de la matriz. Por el 


contrario, los peroxisomas están rodeados por una sola membrana y 
tienen un solo compartimento de matriz luminal. En función de estas 
y otras diferencias, consideramos los peroxisomas por separado, en las 
siguientes secciones. El mecanismo de transporte de las proteínas hacia 
el interior y el exterior del núcleo difiere en muchos aspectos del envío 
de éstas hacia otros orgánulos; esto se analizará en la última sección. 

Además de encontrarse limitados por dos membranas, las mito- 
condrias y los cloroplastos comparten tipos semejantes de proteínas de 
transporte electrónico y emplean la ATPasa de clase F para sintetizar 
ATP (véase la Fig. 12-24). Notablemente, estas características son com- 
partidas por las bacterias gramnegativas. De igual modo, las bacterias, 
las mitocondrias y los cloroplastos contienen su propio DNA, que codi- 
fica los rRNA, tRNA y algunas proteínas de los orgánulos (Cap. 6). Más 
aún, el crecimiento y la división de las mitocondrias y los cloroplastos 
no se encuentran acoplados a la división nuclear. Estos orgánulos cre- 
cen por la incorporación de proteínas y lípidos celulares, y se forman 
orgánulos nuevos por la división de otros preexistentes. Las numerosas 
similitudes de las bacterias de vida libre con las mitocondrias y los clo- 
roplastos permitieron comprender que estos orgánulos surgieron por 
la incorporación de bacterias a células eucariónticas ancestrales, lo que 
forma orgánulos endosimbióticos (véase la Fig. 6-20). Esta similitud 
de secuencia de muchas proteínas de translocación de la membrana, 
compartida por las mitocondrias, los cloroplastos y las bacterias pro- 
porciona la evidencia más sorprendente para esta relación evolutiva 
ancestral. En esta sección, examinaremos en detalle estas proteínas de 
translocación de la membrana. 


Cuadro 13-1 


Las proteínas codificadas por el DNA de las mitocondrias 0% 
cloroplastos se sintetizan en a que O dentro de E 
tos orgánulos y S€ dirigen hacia el su an, A O correcto inme 
tamente después de su síntesis. La mayoria e las proteínas loca : 
en las mitocondrias y los cloroplastos, SIN embargo, son co difcada : 


genes del núcleo y son importadas hacia los orgánulos después Pa 
1, Aparentemente, 4 medida que las células ne 
lo largo de miles de millones de años, gray e 
del DNA bacteriano ancestral, en estos e 
dó —por un mecanismo desconoció... 


s sintetizadas en el citosol, destinad 
as 


Sb 
síntesis en el citoso b 
nticas evolucionaron 4 
de la información genética 
nulos endosimbióticos, $e mu 


núcleo. Las proteínas precursora uo En 
o E : acio equivalente en los clo 
a la matriz mitocondrial O al esp q roplastos, d 


estroma, contienen habitualmente secuencias de captación direcip, 
miento N-terminal que especifican la unión a las proteínas receptoras q, 
la superficie del orgánulo. Por lo general, esta secuencia es segmentay, 
una vez que llega a la matriz o al estroma. Claramente, estas Secuencia 
de captación-direccionamiento son seme) antes en su localización y fun. 
ción general a la secuencia señal de señalización que dirige las proteína; 
nacientes hacia la luz del RE. Aunque los tres tipos de señales comparten 
ciertas características de secuencia en común, sus secuencias específicas 
difieren considerablemente, según lo resume el Cuadro 13-1. 

Tanto en las mitocondrias como en los cloroplastos, la importa. 
ción de proteínas requiere energía y se produce en puntos en los que 
se encuentran muy cercanas las membranas interna y externa del or 
gánulo. Como las mitocondrias y los cloroplastos contienen múltiples 
membranas y espacios limitados por éstas, la clasificación de muchas 
proteínas para enviarlas a su localización correcta, con frecuencia, re- 


Ó. 


Localización de la secuencia 


Orgánulo de direccionamiento dentro de la proteína 


Retículo endoplasmático (luz) N-terminal 


Eliminación 
de la secuencia 


Naturaleza de la secuencia 


Núcleo de 6-12 aminoácidos hidró- 


Sí fobos, con frecuencia, precedido 


por uno o más aminoácidos básicos 
(Arg, Lys) 


AAA a 


Mitocondria (matriz) N-terminal 


Hélice anfipática, 20-50 residuos de 


Sí longitud, con residuos de ArgY 11 


a un lado y residuos hidófobos al 


Cloroplasto (estroma) N-terminal 


Sí mente, rica en Ser, Thr y peque” 


Sin motivos comunes; general: 
os 


residuos hidófobos; y pobre e” Gu 


_]O0 OOÑ o Aa 


C-terminal (en la mayoría de las 


Peroxisoma (matriz) proteínas); 


Núcleo (nucleoplasma) Varía 


N-terminal (en pocas proteínas) 


Señal PTS1 (Ser-Lys-Leu) en el > 


O : z 
extremo C-terminal; la seña 
en el extremo N-terminal 
n Dl 
Múlti es distintas; U 
No tiples clas .9 colo 


común incluye un segmen 


rico en Lys y Árg 


*Secuencias diferentes o adicionales direccionan las proteínas hacia la membrana de los orgánulos y a sus comparti 
artimentos. 
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y 


Secuencia 
de captación” 
direccionamiento 


Proteína Adición de 
mitocondrial mitocondrias de 
levaduras 


energizadas 


Proteínas mitocondriales 

de las levaduras sintetizadas 

por los ribosomas citoplasmáticos 
en sistema libre de células 


captación 


Tripsina 


Secuencia de 
captación-direccionamiento 

y degradación de las proteínas 
mitocondriales 


quiere la acción secuencial de dos secuencias de direccionamiento y dos 
sistemas de translocación unidos a la membrana: uno para dirigir la 
proteína hacia el orgánulo y otro para dirigirla hacia el compartimento 
organular o a la membrana adecuada del orgánulo. Como veremos, los 
mecanismos para seleccionar distintas proteínas para su envío hacia las 
mitocondrias y los cloroplastos están relacionados con algunos de los 
mecanismos que analizamos con anterioridad. 


Las secuencias de señalización N-terminales 
anfipáticas dirigen las proteínas hacia la matriz 


mitocondrial 


Todas las proteínas que se desplazan desde el citosol hasta el mismo 
destino mitocondrial tienen señales de direccionamiento que compar- 
ten motivos en común, aunque las secuencias de señalización, por lo 
general, no son idénticas. De este modo, los receptores que reconocen 
estas señales son capaces de unir un número de secuencias diferentes, 
pero relacionadas. Las secuencias más ampliamente estudiadas para 
la localización de proteínas en las mitocondrias son las secuencias de 
direccionamiento hacia la matriz. Estas secuencias, localizadas en el N- 
terminal, habitualmente tienen 20-50 aminoácidos en su longitud. Son 
ricas en aminoácidos hidrófobos, aminoácidos básicos de carga posi- 
tiva (arginina y lisina) y otros hidroxilados (serina y treonina), pero 
tienden a carecer de residuos acídicos cargados negativamente (aspar- 
tato y glutamato). 
Se supone que las secuencias de direccionamiento hacia la matriz 
de la mitocondria adquieren una conformación o-helicoidal en la cual 
los aminoácidos cargados positivamente predominan a un lado de la 
hélice y los aminoácidos hidrófobos, del otro lado. Las secuencias de 
este tipo, que contienen regiones hidrófobas e hidrófilas simultánea- 
mente, se conocen como anfipáticas. Las mutaciones que alteran este 
Carácter anfipático, en general, evitan que se direccionen hacia la ma- 
triz, aunque muchas otras sustituciones de aminoácidos no provocan 
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AA AT 


Proteínas captadas por las 
mitocondrias; eliminación y secuestradas 
degradación de la secuencia dentro de las 
de direccionamiento de la 


FIGURA EXPERIMENTAL 13-23 Importación 
de las proteínas precursoras mitocondriales 
ensayada en un sistema libre de células. Los 
precursores de las proteínas mitocondriales con 
señales de captación-direccionamiento unidas 
pueden ser sintetizadas en ribosomas en una reac- 
ción libre de células. Cuando las mitocondrias que 
están respirando se agregan a los precursores de 
las proteínas mitocondriales (arriba), las proteinas 
son captadas por las mitocondrias. Dentro de estos 
orgánulos, las proteínas son protegidas de la ac- 
ción de las proteasas, como la tripsina. Cuando no 
hay mitocondrias presentes (abajo), las proteinas 
mitocondriales se degradan, al agregar proteasa. La 
captación proteica se produce solo con mito- 
condrias energizadas (que están respirando), que 
tienen un gradiente electroquímico de protones 
(fuerza protomotriz), a través de la membrana 
interna. La proteína importada debe contener una 
secuencia captación-direccionamiento adecuada. 
La captación requiere también ATP y un extracto 
citosólico que contenga proteínas chaperonas 

que mantengan las proteínas precursoras en una 
conformación no plegada. Este ensayo ha sido 
empleado para estudiar secuencias de direccio- 
namiento y otras características del proceso de 
translocación. 


Proteínas 


mitocondrias, 
resistentes a la 
tripsina 


este efecto. Estos hallazgos indican que el carácter anfipático de las se- 
cuencias de direccionamiento hacia la matriz es crítica para su función. 

El ensayo libre de células que se resume en la Figura 13-23 ha sido 
ampliamente utilizado en estudios destinados a definir los pasos bio- 
químicos de la importación de proteínas precursoras a la mitocondria. 
En este sistema, las mitocondrias que están respirando (energizadas) 
extraídas de las células pueden incorporar proteínas precursoras mi- 
tocondriales que llevan las secuencias de captación-direccionamiento 
adecuadas que han sido sintetizadas en ausencia de mitocondrias. La 
incorporación exitosa de los precursores al orgánulo puede ser ensaya- 
da por resistencia a la digestión mediante una proteasa agregada, como 
la tripsina. En otros ensayos, la importación exitosa de una proteína 
precursora puede mostrarse por la rotura adecuada de las secuencias 
de direccionamiento N-terminales por proteasas mitocondriales espe- 
cíficas. La captación de las proteínas precursoras mitocondriales com- 
pletas, presintetizadas por el orgánulo, en este sistema contrasta con la 
translocación cotraduccional libre de células de las proteínas secretoras 
hacia el interior del RE, que se produce generalmente solo cuando las 
membranas microsomales (derivadas del RE) se encuentran presentes 
durante la síntesis (véase la Fig. 13-4). 


La importación de las proteínas hacia la 
mitocondria requiere receptores en la membrana 
externa y translocones en ambas membranas 


La Figura 13-24 presenta un panorama de la importación de una proteí- 
na desde el citosol hasta la matriz de la mitocondria, la ruta dentro de la 
mitocondria seguida por la mayoría de las proteínas importadas. Anali- 
zaremos en detalle cada paso del transporte de proteínas hacia la matriz 
y consideraremos el modo en el que algunas proteínas, posteriormente, 
son direccionadas hacia otros compartimentos de la mitocondria. 
Después de la síntesis en el citosol, los precursores solubles en las 
proteínas mitocondriales (incluso las proteínas integrales hidrófobas 


plastos 603 


oteínas a la 


FIGURA 13-24 Importación de pr 
ecur- 


matriz de la mitocondria. Las proteínas PT 
soras sintetizadas en los ribosomas citosólicos Se 
mantienen en un estado no plegado O parcial- 
mente plegado po! chaperonas unidas, como la 
Hsc70 (paso MD. Después de que una proteína pre- 
une a un receptor de importación Cerca 
cto con la membrana interna 


(paso EJ), se transhere al poro de importación 
general (paso EJ). La proteína en translocación se 
desplaza, entonces, a través de este canal y de un 
canal adyacente en la membrana interna (pasos 
BB). Nótese que la translocación se produce en 
raros “sitios de contacto" en los cuales las membra- 
nas interna y externa parecen tocarse, La unión de 
la proteína de translocación por la chaperona de la 
matriz Hsc70 y la posterior hidrólisis del ATP por la 
Hsc70 ayuda a impulsar la importación a la matriz. 
Una vez que la secuencia de direccionamiento de 
la captación ha sido retirada por una proteasa de 
la matriz y la Hsc7O se ha liberado de la proteína 
recién importada (paso BB) se pliega a la confor- 
mación madura, activa dentro de la matriz (paso 
E). El plegamiento de algunas proteínas depende 


de las chaperoninas de la matriz. (Véase G. Schatz, 1996, 
) Biol. Chem. 271:31763 y N. Pfanner y cols, 1997, Ann. Rev. Cell 


Devel. Biol. 13:25.) 


cursora se 
de un sitio de conta 


Receptor 


(Tom20/22) 


Citosol 


Espacio 
intermembranas 


Matriz de | 


Proteína 


activa 


de la membrana) interactúan en forma directa con la membrana mito- 
condrial. En general, pueden importarse solo las proteínas no plegadas 
a la mitocondria. Las proteínas chaperonas, como la Hsc70 citosólica, 
mantienen las proteínas nacientes y recién sintetizadas en un estado 
no plegado, de modo tal que pueden ser captadas por la mitocondria. 
Este proceso requiere la hidrólisis de ATP. La importación de precurso- 
res mitocondriales no plegados se inicia por la unión de una secuencia 
de direccionamiento hacia la mitocondria a un receptor de importación 
presente en la membrana externa de la mitocondria. Estos receptores se 
catas mediante experimentos en los cuales se mos- 
PE ARA de dirigidos contra proteínas específicas de la mem- 
AE das Itocondrias inhibían la importación de Í 

hacia mitocondrias aisladas. Experimentos óti | Aa 
ir os e posteriores, en los 
condrias específicas se encontraban a A 
proteicos específicos eran los causantes de la a e . 
clases de proteínas mitocondriales. Por ejempl q a pe 
plo, las secuencias N-termi- 
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: Secuencia de 
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NHz* 
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importación 
general 


Hsc70 
de la matriz 


Procesamiento 


1 : 
y de la matriz 
por proteasa 


Secuencia de 
direccionamiento 


segmentada 


nales de direccionamiento hacia la matriz son reconocidas como Tom2 
y Tom22. (Las proteínas que se encuentran en 1 «terna de 
la mitocondria, implicadas en el di Ñ e > membrana Ñ a y 
denominan proteínas To ireccionamiento y la importación: * 
membrana exte m, por su nombre en inglés, translocón de la 
aa rna, translocon of the outer membrane.) 

teínas a Pe de can posteriormente, transheren las pro" 
Este canal, compuesto e de importación de la membrana externa. 
ce como poro de ca ein por la proteína Tom40, se q0n 
soras de la o general porque todas las proteínas pro” 
riores del orgánulo a t conocidas acceden a los compartimentos inte 
e incorpora a liposo ravés de este canal. Cuando la Tomn40 se P”" e 
con un poro de la hs forma e canal que atraviesa la a 
na polipeptídica no aa amplitud como para acomoda! una CA Ñ 
canal, en gran Banos Ene El poro de importación general forma Si 
tocondria, y la fuerza o a través de la membrana externa de qe 
el interior de la mitoco pulsora para el transporte unidireccional Ni A 

ndria proviene del interior de este orgánulo: 


1 


> 


el caso de los precursores destinados a la matriz mitocond 
ferencia a través de la membrana externa se produce sim 
con la transferencia, a través de un canal de la mem 
puesto por las proteínas Tim23 y Tim17. ( 
inglés de translocón de la membrana inte 
membrane.) La translocación al interior d 
modo, en “sitios de contacto” en los que 
la membrana externa y la interna. 


rial, la trans- 
ultáneamente 
brana interna com- 
Tim proviene del nombre en 
rna, translocón of the inner 
e la matriz se produce, de este 
se encuentran muy próximas 


Poco después de que la secuencia N-terminal de direccionamiento 


hacia la matriz de una proteína ingresa en la matriz de la mitocondria 
> 


e reside dentro de la matriz. La pro- 
teína emergente también es unida por la Hsc70 de 


perona que se localiza en los canales de translocaci 
interna de la mitocondria, por su interacción con la proteína trans- 
membrana Tim44. Esta interacción estimula la hidrólisis de ATP por la 
Hsc70 de la matriz, y se cree que estas dos proteínas juntas impulsan la 
translocación de las proteínas al interior de la matriz. 

Parte de las proteínas importadas pueden plegarse a su conforma- 
ción final activa sin ayuda posterior. El plegamiento final de numerosas 
proteínas de la matriz requiere, sin embargo, una chaperonina. Como 
se analizó en el Capítulo 3, las proteínas chaperoninas facilitan acti- 
vamente el plegamiento proteico, en un proceso dependiente de ATP. 


es eliminada por una proteasa qu 


la matriz, una cha- 
Ón de la membrana 


Por ejemplo, los mutantes de las levaduras defectuosas en HAsc60, una 
chaperonina de la matriz mitocondrial, pueden importar proteínas 
de la matriz y segmentar la secuencia de captación-direccionamiento 
normalmente, pero los polipéptidos importados no podrán plegarse ni 
ensamblarse en las estructuras terciaria y cuaternaria nativas. 


Los estudios con proteínas quiméricas demuestran 


características importantes de la importación 
mitocondrial 


Una evidencia notable de la capacidad de las secuencias de direcciona- 
miento hacia la matriz mitocondrial para dirigir la importación provino 
de las proteínas quiméricas producidas por técnicas de DNA recombi- 
nante. Por ejemplo, la secuencia de direccionamiento hacia la matriz de 
la deshidrogenasa alcohólica puede fusionarse con el extremo N-termi- 
nal de la dihidrofolato reductasa (DHFR), que normalmente reside en el 
citosol. En presencia de las chaperonas, que evitan que el segmento C- 
terminal de la DHFR se pliegue en el citosol, los ensayos de translocación 
libres de células muestran que la proteína quimérica se transporta hacia 
la matriz (Fig. 13-25a). El inhibidor metotrexato, que se une estrecha- 
mente al sitio activo de la DHFR y estabiliza en gran medida su confor- 
mación plegada, hace que la proteína quimérica se torne resistente al des- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 13-25 Experimentos con proteínas quiméricas 
permiten dilucidar la importación de proteínas a las mitocondrias. Estos 
experimentos muestran que una sola secuencia direccionadora a la matriz 
dirige las proteínas hacia la matriz de la mitocondria y que solo las a 
no plegadas son translocadas a través de ambas membranas. La se qui | 
mérica de estos experimentos contiene una señal de direccionamiento hacia la 
matriz en su extremo N-terminal (rojo), seguida de una secuencia espaciadora 
sin función particular (negro) y luego, por la dihidrofolato reductasa (DHFR), 
una enzima normalmente presente solo en el citosol. (a) Cuando el segmento 
de la DHFR se despliega, la proteína quimérica se desplaza a través de ambas 
membranas hacía la matriz de la mitocondria energizada, y la señal de direc- 
cionamiento hacia la matriz se elimina. (b) Cuando el extremo C-terminal de la 
proteína quimérica queda fijo en el estado plegado por la unión del metotrexa- 
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to, la translocación se bloquea. Si la secuencia espaciadora tiene la longitud 
suficiente como para extenderse a través de ambos canales de transporte, 

se genera un intermediario de translocación estable, se escinde la secuencia. 
direccionadora, generada en presencia de metotrexato, como se muestra aquí 
(c) El extremo C-terminal del intermediario de translocación en (b) puede de- 
tectarse al incubar las mitocondrias con anticuerpos que se unen al segmento 
DHFR, seguido por partículas de oro cubiertas con la proteína bacteriana A, 
que se une de modo no específico a moléculas de anticuerpo (véase la Fig 
9-29). Una fotomicrografía electrónica de un corte muestra partículas de oro 
(punta de flecha roja) unida al intermediario de translocación, en Un sitio de 
contacto entre las membranas externa e interna. Son evidentes, también, otros 
sitios de contacto (flechas negras). (Las partes (2] y [b] adaptadas de J Rassow y cols, 1990, 
FEBS Lett. 275:190. La parte [c] de M. Schweiger y cols. 1987, J. Cell Brol. 105:235, cortesía de W. Neupert) 
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siblemente por la asociación estable con la Hsc70 de la matriz (Fig. 15- 
25b). Para que este intermediario estable de la translocación se forme, 
ebe ser lo suficientemente larga como para 
membranas; un espaciador de 50 aminoácidos 
longitud posible es adecuado para cumplir 
con esta función. Si la quimera contiene un espaciador más corto —por 
ejemplo, unos 35 aminoácidos-, no se obtiene UN espaciador estable de 
la translocación porque el espaciador no puede abarcar ambas mem- 
branas. Estas observaciones proporcionaron evidencia adicional de que 
las proteínas translocadas pueden abarcar tanto las membranas mito- 
condriales interna como externa y atravesarlas en un estado no plegado. 
Estudios mediante microscopia de intermediarios de translocación 
estable muestran que se acumulan en sitios donde las membranas ex- 
terna e interna de la mitocondria se encuentran Muy próximas, lo que 
indica que las proteínas precursoras ingresan solo en estos sitios (Fig. 
13-25c). La distancia desde la cara citosólica de la membrana externa 
hasta la cara de la matriz de la membrana interna, en estos sitios de 
contacto, es compatible con la longitud de una secuencia espaciadora 
no plegada, necesaria para la formación de un intermediario estable de 
la translocación. Más aún, los intermediarios estables de la transloca- 
ción pueden entrecruzarse químicamente con las subunidades protei- 
que abarcan los canales de translocación de las membranas externa 


la secuencia espaciadora d 
insertarse en ambas 
extendido en su máxima 


cas 
e interna de la mitocondria. Este hallazgo demuestra que las proteínas 
importadas pueden, simultáneamente, comprometer canales de ambas 
membranas mitocondriales, según se ilustra en la Figura 13-24, Puesto 
que pueden observarse aproximadamente 1 000 proteínas quiméricas 
apiladas en una mitocondria de levadura típica, se considera que las 
mitocondrias poseen aproximadamente 1 000 poros de importación 
general para la captación de proteínas mitocondriales. 


Se requiere un triple aporte de energía 
para incorporar proteínas a las mitocondrias 


Como se señaló previamente y se indicó en la Figura 13-24, la hidrolisis 
de ATP por las proteínas chaperonas Hsc70, tanto en el citosol como 
da a mitocondrial, es necesaria para que se incorporen proteí- 
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la fosforilación oxidativa, como el cianuro 
o el dinitrofenol, disipa esta fuerza protomotriz. Si bien las proteínas 
precursoras aún pueden unirse estrechamente a los receptores de estas 
mitocondrias envenenadas, las proteínas no pueden ser importadas, 
aunque se encuentren en células intactas o en sistemas libres de células, 
todavía en presencia del ATP 


gas a las 
en la translocación post 


El tercer aporte de e 


teínas a la 


protomotriz, a través 


y de las proteínas chaperonas. Los cientí- 
ficos no conocen con exactitud de qué manera la fuerza protomotriz se 
emplea para facilitar el ingreso de una proteína precursora en la matriz. 
Una vez que la proteína se ha insertado parcialmente a la membranz 
interna, es sometida a un potencial transmembrana de 200 mV (espa- 
cio negativo de la matriz ). Ésta diferencia de potencial —en apariencia, 
pequeña— se establece a través del núcleo hidrófobo muy estrecho de 
la bicapa lipídica, lo que da un gradiente eléctrico enorme, que equi- 
vale a aproximadamente 400 000 V/cm. Según una hipótesis, las car- 
gas positivas en la secuencia direccionadora hacia la matriz anfipática 
simplemente podrían ser sometidas a una “electroforesis” O arrastradas 
hacia el interior del espacio de la matriz por el potencial eléctrico de 
membrana negativo en el interior. 
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FIGURA 13-26 Secuencias de direccionamiento 
en las proteínas mitocondriales importadas. 

La mayoría de las proteínas mitocondriales tienen 
una secuencia N-terminal de direccionamiento 
hacia la matriz (rosa) similar, pero no idéntica, en 
diferentes proteínas. Las proteínas destinadas a la 
membrana interna, el espacio intermembranoso o a 
la membrana externa tienen una o más secuencias 
de direccionamiento adicionales que dirigen las 
proteínas a estas ubicaciones mediante varias vías 
distintas. Las vías que aparecen marcadas con letras 
corresponden a las ilustradas en las Figuras 13-26 y 
13-27. (Véase W. Neupert, 1997, Ann. Rev. Biochem. 66:863,) 


Localización y Localizaciones de las secuencias 
de la proteína importada de direccionamiento en la preproteína 
importada 
Rotura por 
la proteasa de la matriz 
, Deshidrogenasa 
IZ as o 
Matr alcohólica Il po 
il de 
ireccionamiento Proteí 
almatie oteína madura 
Rotura por 
Membrana la proteasa de la matriz Secuencia hidrófoba de 
interna ] detención de | ¡ 
pad os E de la transferencia 
Vía A de la citocromo in Jn A 
oxidasa 
Rotura por Secuencias internas 
la proteasa de la matriz reconocidas por Oxa1 
Subunidad 9 | MA 
Vía B de la ATP iS E qa o 
sintasa 


Secuencias internas reconocidas por 
el receptor Tom?70 y el complejo Tim22 


Vía C Antitransportador 
A de ATP/ADP ió E 4 


LAA 


Espacio 
intermembranas 


Primera segmentación 


Vía A Citocromo b> 


Segunda segmentación por la pro- 
por la proteasa de la matriz teasa en el espacio intermembrana 


A 


Secuencia de direccionamiento 
hacia el espacio intermembranas 


Secuencia de direccionamiento 
para el poro de importación general 


Vía B Liasa hemo 
del citocromo c 


Membrana 
externa 


Porina (P70) A 


complejo de translocación Tim23/17 de la membrana interna. Además 
de la secuencia direccionadora hacia la matriz, que se rompe durante la 
importación, CoxVa contiene una secuencia de detención de la trans- 
ferencia. A medida que la proteína pasa a través del canal Tim 23/17, la 
secuencia de detención de la transferencia bloquea la translocación del 


C-terminal a través de la membrana interna. El intermediario anclado 
en dirección lateral, hacia la bicapa 


del mismo modo en el que 
a la mem- 


A la membrana es luego transferido, 
de la membrana interna —en gran medida, 
las proteínas integrales tipo I de la membrana se incorporan 
brana del RE- (véase la Fig. 13-11). 

Una segunda vía hacia la membrana interna es seguida por las pro- 
teínas (p. ej., la subunidad 9 de la ATP sintasa) cuyos precursores con- 
tienen tanto una secuencia de direccionamiento hacia la matriz como 


IIA TS A 


Secuencia de localización para la detención 
de la transferencia y la membrana externa 


a A 


dominios hidrófobos internos reconocidos por una proteína interna 
de la membrana denominada Oxal. Se cree que esta vía involucra la 
translocación de, al menos, una porción del precursor a la matriz a tra- 
vés de los canales Tom40 y Tim23/17. Después de la segmentación de la 
secuencia direccionadora a la matriz, la proteína se inserta en la mem- 
brana interna mediante un proceso que requiere la interacción con la 
Oxal y, quizás, con otras proteínas de la membrana interna (Fig. 13-27, 
vía B). La Oxal está relacionada con una proteína bacteriana implicada 
en la inserción de ciertas proteínas de la membrana citoplasmática en 
las bacterias. Este parentesco sugiere que la Oxal puede haber descen- 
dido de la maquinaria de translocación de las bacterias endosimbióti- 
cas, que finalmente se transformaron en mitocondrias. Sin embargo, 
las proteínas que forman los canales de la membrana interna de las 
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FIGURA 13-27 Tres vías hacia la membrana interna de la mitocondria 
desde el citosol. Las proteínas con diferentes secuencias direccionadoras se 
dirigen hacia la membrana interna por diferentes vías. En las tres vías, las proteí- 
nas atraviesan la membrana externa a través del poro de importación general 
Tom40. Las proteínas enviadas por las vías A y B contienen una secuencia direc- 
cionadora de la matriz N-terminal, reconocida por el receptor de importación 
Tom20/22 de la membrana externa. Aunque ambas vías emplean el canal de la 
membrana interna Tim23/17, difieren en que la proteína precursora completa 
ingresa en la matriz y es redireccionada hacia la membrana interna en la vía B. 


mitocondrias no se encuentran relacionadas con las proteínas de los 
translocones bacterianos. La Oxal participa también en la inserción 
de ciertas proteínas en la membrana interna (p. ej., la subunidad II de 
la citocromo oxidasa), que son codificadas por el DNA de las mito- 
condrias y sintetizadas en la matriz por los ribosomas mitocondriales. 
La vía final para la inserción en la membrana interna de la mitocon- 
dria es seguida por proteínas de paso múltiple que contienen seis do- 
minios insertos en la membrana, como el antitransportador ADP/ATP 
Estas proteínas, que carecen de la secuencia N-terminal ineccionador 
qe . matriz, a múltiples secuencias internas que direccionan 
acia la mitocondria. Después ias ¡ ¡ 
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La Hsc70 de la matriz desempeña una función similar a la que tiene en la im- 
portación de proteínas solubles de la matriz (véase la Fig. 13-23). Las proteínas 
enviadas por la vía C contienen secuencias internas reconocidas por el recepto! 
de importación Tom70/Tom22; un canal de translocación diferente de la 
membrana interna (Tim22/54) se usa en esta vía. Dos proteínas intermembrans 
e y Tim10) facilitan la transferencia entre los canales externo e interno. 
ps y o ile a (Véase R. E. Dalbey y A. Kuhn, 2000, Ann, Rev Cell Dé” 

; , Nature. Rev. Mol. Cell, Biol, 2:339.) 


o a ellas externa Tom70 y Tom22, la proteína importa” 
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uoso del espacio entre ambas membranas. Finalmen! 


el complejo Tim22/18/54 es causante de la incorporación de múltiples 
segmentos hidrófobos de la proteína importada a la membrana interna. 


proteínas del espacio intermembrana Existen dos vías que envían las 
proteínas citosólicas al espacio que se encuentra entre las membranas 
interna y externa de las mitocondrias. La vía principal es seguida por 
proteínas como el citocromo b,, cuyos precursores llevan dos secuen- 
cias de direccionamiento N-terminal diferentes, que son finalmente eli- 
minadas. La que se encuentra más próxima al extremo N-terminal de 
estas dos es una secuencia de direccionamiento hacia la matriz, elimi- 
nada por la proteasa de la matriz. La segunda secuencia direccionadora 
es un segmento hidrófobo que bloquea la translocación completa de la 
proteína a través de la membrana interna (Fig. 13-28, vía A). Después 
de que el intermediario resultante, inserto en la membrana, difunda en 
dirección lateral y se aparte del canal de translocación Tim23/17, una 
proteasa de la membrana escinde la proteína cerca del segmento trans- 
membrana hidrófobo y libera la proteína madura, en forma soluble, 
al espacio intermembranoso. Excepto por la segunda escisión proteo- 
lítica, esta vía es semejante a la de las proteínas intermembrana, como 
CoxVa (véase la Fig. 13-27, vía A). 
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FIGURA 13-28 Dos vías al espacio intermembranoso de la mitocondria. 
La vía A, la principal para el envío de proteínas desde el citosol al espacio entre 
ambas membranas, es similar a la vía A para el envío a la membrana interna 
(véase la Fig. 13-26). La diferencia principal es que la secuencia de direcciona- 
miento interna en proteínas como el citocromo b,, destinado al espacio entre 
membranas, es reconocida por una proteasa de la membrana interna, que 
escinde la proteína en el lado de la membrana que se encuentra entre ambas 
membranas. La proteína liberada se pliega y se une a su cofactor hemo, dentro 
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Tim23/17 


Las proteínas pequeñas Tim9 y Tim10 residentes en el espacio en- 
tre ambas membranas ilustran una segunda vía para direccionar hacia 
el espacio intermembranoso. En esta vía, las proteínas importadas no 
contienen una secuencia N-terminal de direccionamiento a la matriz 
y son enviadas directamente al espacio intermembranoso por medio 
del poro de importación general, sin compromiso de ningún factor de 
translocación de la membrana interna (Fig. 13-28, vía B). La translo- 
cación a través del poro de importación general Tom40 no parece estar 
acoplada a ningún proceso energéticamente favorable; sin embargo, 
una vez que se encuentran localizadas en el espacio entre ambas mem- 
branas, las proteínas Tim9 y Tim10 adquieren, cada una, dos enlaces 
disulfuro y estructuras compactas estables plegadas. En apariencia, el 
mecanismo que conduce la translocación unidireccional por medio 
de la membrana externa implica la difusión pasiva a través de esta 
membrana, seguida del plegamiento y la formación de enlaces disul- 
furo, que atrapa irreversiblemente a la proteína en el espacio inter- 
membranoso. En muchos aspectos, el proceso de formación de enlaces 
disulfuro en el espacio entre ambas membranas se asemeja al de la luz 
del RE e involucra una proteína generadora de enlaces disulfuro Ervl 
y una proteína de transferencia de los disulfuro Mia40. 
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el espacio intramembrana 


Proteína Tim9 o Tim 10 
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del espacio entre membranas. La B es una vía especializada para el envio al 
espacio intermembrana de las proteínas Tim9 y Tim10, Estas proteínas pasan 
fácilmente a través del poro de importación general Tom40 y, una vez que Se 
encuentran en el espacio entre las membranas, se pliegan y forman enlaces di- 
sulfuro que evitan la translocación inversa a través de Tom40. Los enlaces disul- 
furo son generados por la Erv1 y transferidos a Tim9 y Tim10 mediante Mia40. 


(Véase R E Dalbey y A. Kuhn, 2000, Ann. Rev. Cell, Dev. Biol 16:51; N. Pfanner y A Gleissler, 2001, Nature Rev 
5-06/) 


Mol, Cell. Biol, 2:339; y K. Tokatlidis, 2005, A disulide relay system in mitochondnia. Cell 121:06 
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Proteínas de la membrana externa Muchas de las proteínas que se 
encuentran en la membrana externa de la mitocondria, incluso el pro- 
pio poro Tom40 y la porina de las mitocondrias, tienen una estructura 
de barril f3 en la cual existen hebras antiparalelas que forman segmen- 
tos hidrófobos que rodean un canal central. Las proteínas de este tipo 
se incorporan a la membrana externa; para ello, interactúan primero 
con el poro de importación general, Tom40, y luego son transferidas a 
un complejo conocido como SAM (por su nombre en inglés, maqui- 
naria de clasificación y ensamblaje o sorting and assembly machinery), 
compuesto por al menos tres proteínas de la membrana externa. Su- 
puestamente, es la naturaleza hidrofóbica muy estable de las proteínas 
barril B la que finalmente hace que se incorporen de manera estable 
a la membrana externa, pero no se sabe con certeza de qué manera el 
complejo SAM facilita este proceso. 


El direccionamiento de las proteínas hacia el 
estroma de los cloroplastos es similar al de las 
proteínas de la matriz mitocondrial 


Entre las proteínas presentes en el estroma de los cloroplastos, se en- 
cuentran las enzimas del ciclo de Calvin, que funcionan en la fijación 
del dióxido de carbono a los hidratos de carbono durante la fotosín- 
tesis (Cap. 12). La subunidad grande (L) de la ribulosa 1,5-bifosfato 
carboxilasa (rubisco) es codificada por el DNA de los cloroplastos y 
sintetizada sobre los ribosomas de los cloroplastos en el espacio del 
estroma. La subunidad pequeña (S) de la rubisco y todas las otras 
enzimas del ciclo de Calvin están codificadas por genes nucleares y 
son transportadas hacia los cloroplastos después de su síntesis en el 
citosol. Las formas precursoras de estas proteínas del estroma con- 
tienen una secuencia N-terminal de importación al estroma (véase el 
Cuadro 13-1). 

Experimentos realizados en cloroplastos aislados, semejantes a los 
de las mitocondrias, ilustrados en la Figura 13-23, han mostrado que 
estos pueden importar al precursor de la subunidad S después de su 
síntesis. Una vez que el precursor no plegado ingresa en el espacio del 
estroma, se une transitoriamente a una chaperona Hsc70 del estroma, 
y se segmenta la secuencia N-terminal. En las reacciones facilitadas por 
las chaperoninas Hsc60 que residen dentro del espacio del estroma, 8 
subunidades S se combinan con 8 subunidades L para producir la en- 
zima rubisco activa. 

El proceso general de importación al estroma parece ser muy se- 
mejante al de importación de proteínas a la matriz de las mitocondrias 
(véase la Fig. 13-24). Al menos 3 proteínas de la membrana externa de 
los cloroplastos, que incluyen un receptor que se une a la secuencia de 
incorporación al estroma y una proteína del canal de translocación, y 
5 proteínas de la membrana interna se consideran esenciales para di- 
reccionar las proteínas hacia el estroma. Aunque estas proteínas son 
análogas —desde el punto de vista funcional- a las proteínas receptoras 
y de los canales en la membrana de las mitocondrias, no presentan ho- 
mología estructural. La falta de similitud en las secuencias entre estas 
proteínas de los cloroplastos y de las mitocondrias sugiere que han sur- 
gido independientemente durante la evolución. 

La evidencia disponible indica 


que las proteínas del estroma de los 
cloroplastos, 


al igual que las de la matriz de las mitocondrias, se incor- 


poran en estado no plegado. La incorporación al estroma depende de 
la hidrólisis de ATP, catalizada por una cha 


y perona Hsc70 del estroma, 
Cuya función es similar a la del Hsc70 de la 


matriz mitocondrial y de la 
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(véase la Fig. 12-31). Las proteínas localizadas A delos 
tilacoides o en su luz llevan a cabo la fotosíntesis. pos estas pro. 
teínas se sintetizan en el citosol como tc PS a múl- 
tiples secuencias de direccionamiento. Por ple O, E s Bi 
otras proteínas destinadas a la luz de los tilacol es requ E a acción 
sucesiva de dos secuencias de captación-direccionamiento. La primera 


es una secuencia N-terminal de importación al estroma, que dirige la 


proteína al estroma por la misma vía que importa la subunidad rubisco 


S. La segunda secuencia direcciona la proteína desde el estroma hasta la 
luz de los tilacoides. El papel de estas secuencias de direccionamiento se 
ha mostrado en experimentos que midieron la captación de proteínas 
mutantes, generadas por técnicas de DNA recombinantes, por los clo- 
roplastos aislados. Por ejemplo, la plastocianina mutante que carece de 
la secuencia de direccionamiento tilacoide, pero contiene una secuen- 
cia de importación al estroma intacta se acumula en el estroma y no es 
transportada hacia la luz del tilacoide. 

Se han identificado cuatro vías distintas para transportar las pro- 
teínas desde el estroma hasta el tilacoide. Las cuatro vías se han en- 
contrado muy relacionadas a mecanismos de transporte análogos en 
bacterias, lo que ilustra la íntima relación evolutiva entre la membrana 
del estroma y la membrana citoplasmática de las bacterias. El trans- 
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FIGURA 13-29 Transporte de proteínas hacia los tilacoides de los clo- 
roplastos. Aquí se muestran dos de las cuatro vías de transporte de proteínas 
desde el citosol hacia la luz de los tilacoides. En estas vías, los precursores no 
plegados son enviados al estroma por medio de las mismas proteínas de la 
membrana externa que importan las proteínas localizadas en el estroma. La 
escisión de la secuencia de importación N-terminal al estroma, por la proteasa 
del estroma, revela la secuencia de direccionamiento hacia el tilacoide (paso . 
En este punto, las dos vías divergen. En la vía dependiente de PRS izquierda), A 
plastocianina y proteínas similares se mantienen no plegadas en el aaa 
estroma por acción de un conjunto de chaperonas (no se muestra) y, ag EE 
por la secuencia de direccionamiento hacia el tilacoide, se unen a proteínas 
muy relacionadas con la PRS bacteriana, el receptor de PRS y el translocón secY, 
que median el movimiento hacia la luz (paso EJ). Después de la eliminación de 
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la secuencia de direccionamiento hacia el tilacoide en la luz de éste por una 
endoproteasa distinta, la proteína se pliega a su conformación madura (paso EJ). 
En la vía dependiente de pH (derecha), las proteínas que unen metal se pliegan 
en el estroma y se añaden cofactores redox complejos (paso Ed. Dos residuos 
de arginina (RR) en el extremo N-terminal de la secuencia de direccionamiento 
hacia el tilacoide y un gradiente de pH a través de la membrana interna son ne- 
cesarios para el transporte de la proteína plegada hacia la luz del tilacoide (paso 
EJ) El translocón de la membrana del tilacoide está compuesto por, al menos, 
cuatro proteínas relacionadas con proteínas de la membrana citoplasmática de 
las bacterias. La secuencia de direccionamiento hacia el tilacoide que contiene 
dos residuos de arginina es escindida en la luz del tilacoide (paso ED. (Véase R 
Dalbey y C. Robinson, 1999, Trends Biochem Sci 24.17; R, E, Dalbey y A. Kuhn, 2000, Ann. Rev Cell Dev Bio! 
16:51; y C. Robinson y A. Bolhuis, 2001, Nat. Rev. Mol Cell Biol, 2:350 ) 
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secuencia de direccionamiento hacia los tilacoides que dirige una proteí- 
na hacia esa vía incluye 2 residuos de arginina muy cercanos, cruciales 
para el reconocimiento. Las bacterias poseen también un mecanismo 
para translocar proteínas plegadas con una secuencia similar, que con- 
tiene arginina, a través de la membrana citoplasmática, conocida como 
la vía Tat (translocación de argininas gemelas, por su nombre en inglés 
twin-arginine translocation). El mecanismo molecular por el cual estas 
proteínas globulares grandes, plegadas, pueden translocarse a través de la 
membrana del tilacoide, en la actualidad, se encuentra en estudio. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 13.4 


Direccionamiento de las proteínas 
hacia las mitocondrias y los cloroplastos 


* La mayoría de las proteínas de las mitocondrias y los cloroplastos son 
codificadas por genes nucleares, sintetizadas en ribosomas citosólicos e 
importadas después de su traducción a los orgánulos. 


* Toda la información necesaria para redireccionar una proteína pre- 
cursora desde el citosol hacia la matriz mitocondrial o al estroma del 
cloroplasto está contenida en la secuencia N-terminal de direcciona- 
miento para la captación. Después de la importación de la proteína, la 
secuencia de captación-direccionamiento es eliminada por proteasas 
presentes en la matriz o el estroma. 


* Las chaperonas del citosol mantienen los precursores de las proteínas 
mitocondriales o de los cloroplastos en un estado no plegado. Solo las pro- 
teínas no plegadas pueden ser importadas al interior de los orgánulos. La 
translocación, en las mitocondrias, se produce en sitios donde las mem- 
branas externa e interna de estos orgánulos se encuentran muy cercanas. 


* Las proteínas destinadas a la matriz de las mitocondrias se unen a 
los receptores de la membrana externa de éstas y luego se transfieren 
al poro de importación general (Tom40) de la membrana externa. La 
translocación se produce de manera simultánea, a través de las mem- 
branas externa e interna, impulsada por la fuerza protomotriz, por me- 
dio de la membrana interna y la hidrólisis de ATP por la ATPasa Hsc70 
de la matriz (véase la Fig. 13-24). 


* Las proteínas seleccionadas a destinos mitocondriales diferentes de la 
matriz habitualmente contienen dos o más secuencias direccionadoras, 
una de las cuales puede ser una secuencia de direccionamiento hacia la 
matriz N-terminal (véase la Fig. 13-26). 


* Algunas proteínas mitocondriales destinadas al espacio intermembra- 
noso o a la membrana interna son inicialmente importadas a la matriz 
y luego redireccionadas; otras nunca ingresan en la matriz, sino que 
van directamente hacia su destino final. 


* La importación de proteínas al estroma del cloroplasto se produce a 
través de canales de translocación de las membranas internas y exter- 
nas, análogos en función a los canales de las mitocondrias, pero com- 


puestos por proteínas cuya secuencia no se relaciona con las proteínas 
mitocondriales correspondientes. 


* Las proteínas destinadas a los tilacoides tienen secuencias secundarias 
de direccionamiento. Después del ingreso de estas proteínas al estro- 
ma, la escisión de las secuencias de direccionamiento hacia el estroma 
muestra las secuencias de direccionamiento hacia los tilacoides. 


612 CAPÍTULO 13 * El movimiento de proteínas en membranas y orgánulos 


« Las cuatro vías conocidas para desplazar las proteínas desde el es 
ma de los cloroplastos hacia el tilacoide se aqemneja, EN gran megj e 
la translocación a través de la membrana a. bacteria 
(véase la Fig. 13-29). Uno de estos sistemas puede translocar te 


temas 
plegadas. 


O. 


13.5 Direccionamiento de las proteínas 
a los peroxisomas 


Los peroxisomas son pequeños Or gánulos rodeados por una sola mem. 


brana. A diferencia de las mitocondrias y los cloroplastos, los per OXISO Ima 
carecen de DNA y de ribosomas. Así, todas las proteínas de los peroxiso. 
mas son codificadas por genes nucleares, sintetizadas en ribosomas libres 
en el citosol e incorporadas luego a peroxisomas preexistentes o rejg 
generados. A medida que aumenta el tamaño de los Peroxisomas Por la 
adición de proteínas (y lípidos), even tualmente, Ae dividen y forman nue- 
vos peroxisomas, como sucede con las mitocondrias y los cloroplastos, 
El tamaño y composición enzimática de los peroxisomas varían 
considerablemente en los diferentes tipos celulares. Sin embargo, to. 
dos los peroxisomas contienen enzimas que utilizan oxígeno moleculay 
para oxidar varios sustratos, como aminoácidos y ácidos grasos, y los 
degradan a componentes más pequeños para su empleo en vías biosin- 
téticas. El peróxido de hidrógeno (H,O,) generado por estas reacciones 
de oxidación es muy reactivo y potencialmente dañino para los com- 
ponentes celulares; sin embargo, los peroxisomas contienen también 
enzimas, como la catalasa, que convierten eficientemente el H,O en 
H,O. En los mamíferos, los peroxisomas son más abundantes en los 
hepatocitos, donde constituyen el 1-2% del volumen celular. 


El receptor citosólico direcciona las proteínas con 


una secuencia SKL en el C-terminal hacia la matriz 
del peroxisoma 


Las señales de direccionamiento hacia los peroxisomas se identifica- 
ron inicialmente mediante pruebas de deleciones de proteínas de los 
peroxisomas, en busca de un defecto específico en el direccionamiento 
hacia los peroxisomas. En uno de los primeros estudios, el gen inicia 
para la luciferasa de las luciérnagas se expresó en células cultivadas de 
insecto, y la proteína resultante se direccionó de manera adecuada hi- 
cia el peroxisoma. Sin embargo, la expresión de un gen truncado qué 
carecía de una pequeña porción del extremo C-terminal de la protein 
hizo que la luciferasa no Pudiera ser direccionada hacia el peroxisom 
y permaneciera en el citoplasma. Probando varias proteínas de lucr 
ferasas mutantes, en este sistema, los investigadores descubrieron qu 
la PENE nOlO Ser-Lys-Leu (SKL en el código de una sola letra) o UN 
secuencia relacionada en el extremo C-terminal era necesaria pa ú 
dir eccionamiento de los peroxisomas. Más aún, la adición de la a 
cia SKL al extremo C-terminal de una proteína normalmente ciosól 
conduce a la captación de la proteína alterada por los peroxisomió e 
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FIGURA 13-30 Importación dirigida por la PTS1 de proteínas de la ma- 
triz de los peroxisomas. Paso Il: la mayoría de las proteínas de la matriz de 
los peroxisomas contienen una secuencia de captación-direccionamiento PTS1 
C-terminal (rojo) que se une al receptor citosólico Pex5. Paso El el Pex5 con la 
proteína de la matriz unida forman un complejo multimérico con el receptor 
Pex14 localizado en la membrana del peroxisoma. Paso El. mediante un proce- 
so que no se conoce con certeza, el complejo proteína de la matriz Pex5, luego 
se transfiere a la matriz del peroxisoma, en la que Pex5 se disocia de la proteína 
de la matriz. Paso BJ: después, Pex5 regresa al citosol mediante un proceso 

que involucra las proteínas de membrana del peroxisoma Pex2, Pex10 y Pex12, 
como así también proteínas adicionales de la membrana y del citosol que no 
se muestran. Nótese que las proteínas plegadas pueden ser importadas hacia 
el interior de los peroxisomas y que la secuencia direccionadora no se ena 
en la matriz. (Véase P.E. Purdue y PB. Lazarow, 2001, Ann. Rev. Cell. Dev. Biol. 17:701; 5. Subramani y 
cols, 2000, Ann. Rev. Biochem. 69:399; y V. Dammai y S. Subramant, 2001, Cel 105:187.) 


PISI se une a una proteína transportadora soluble del citosol (Bex5) 
que, a su vez, se une a un receptor de la membrana del AN 
(Pexl4). La proteína que será importada se desplaza luego, a a e A 
membrana del peroxisoma, mientras aún se encuentra unida a a ex5. 
La maquinaria de importación a los peroxisomas, 4 diferencia de 10 a 
ocurre en la mayor parte de los sistemas que median la A Ñ 
Proteínas al RE, las mitocondrias y los cloroplastos, puede trans EN 
áS Proteínas plegadas a través de la membrana. Por ejemplo, la pa 
“Sume una conformación plegada y une herno, €n el citoplasma, a E 
* atravesar la membrana de los peroxisomas. Espe as de los 
tes de células han mostrado que la maquinaria de So e Es 
Peroxisomas puede transportar grandes objetos macromolecu ares, q 
Incluyen partículas de oro de aproximadamente 9 nm de aa 
tanto tengan la etiqueta PTS1 unida a éstas. Sin embargo, las an A 
"as de los peroxisomas no parecen contener grandes estructuras e P 


ros estables como el poro nuclear que se describe en la sección siguiente. 
El mecanismo fundamental de la translocación de las proteínas de la 
matriz de los peroxisomas no se conoce con certeza, pero probablemen- 
te implique la formación de oligómeros de Pex5 unidos a PTS1 con mo- 
léculas con carga y el receptor Pex14. Existe evidencia de que el tamaño 
del oligómero se ajusta de acuerdo con el de la PTS1 que lleva moléculas 
con carga, y que los oligómeros se disocian una vez que el complejo 
de Pex5 unido a PTS1, que lleva moléculas carga, ingresa en la matriz 
del peroxisoma. La formación dinámica de oligómeros aparentemente 
es el mecanismo clave por el cual las moléculas carga que llevan PTS1 
pueden ser acomodadas sin la formación de grandes poros estables que 
interrumpirían la integridad de la membrana de los peroxisomas. 

Una vez que el complejo de una molécula carga que lleva PTS1 unida 
a Pex5 ingresa en la matriz, la Pex5 se disocia de la proteína de la matriz 
del peroxisoma y se recicla al citoplasma. Las proteínas de la membrana 
del peroxisoma Pex10, Pex12 y Pex2 forman un complejo crucial para el 
reciclado de Pex5, que se modifica por ubicuitinación y luego es desubi- 
cuitinada como parte del proceso de reciclado. Como la modificación de 
ubicuitina de las proteínas finalmente requiere hidrólisis de ATP, el reci- 
clado de Pex5 dependiente de energía puede ser el paso, en el proceso de 
importación, que emplea energía para impulsar la translocación unidi- 
reccional de las moléculas carga a través de la membrana del peroxisoma. 

Unas pocas proteínas de la matriz del peroxisoma, como la tiolasa, 
se sintetizan como precursores, con una secuencia de direccionamiento 
de la captación N-terminal conocida como PTS2. Estas proteínas se 
unen a una proteína receptora citosólica diferente pero se cree que la 
incorporación tiene lugar, por lo demás, mediante el mismo mecanis- 
mo que el utilizado para las proteínas portadoras de PTS1. 


Las proteínas de la membrana y de la matriz 
del peroxisoma se incorporan por vías diferentes 


== Las mutaciones recesivas autosómicas que provocan el ensambla- 
do defectuoso de los peroxisomas suceden naturalmente en la 
población humana. Estos defectos pueden producir un deterioro em- 
briológico grave asociado, con frecuencia, con anomalías craneofacia- 
les. En el síndrome de Zellweger y enfermedades relacionadas, por ejem- 
plo, el transporte de muchas proteínas o de todas éstas hacia la matriz 
de los peroxisomas se encuentra disminuido: las enzimas peroxisoma- 
les recién sintetizadas permanecen en el citosol y, finalmente, se degra- 
dan. Análisis genéticos de células cultivadas de diferentes pacientes con 
este síndrome y de levaduras portadoras de mutaciones similares han 
permitido identificar más de 20 genes necesarios para la biogénesis de 
los peroxisomas. Mi 


Los estudios con mutantes de ensamblado de peroxisomas han 
mostrado que diferentes vías se emplean para introducir proteínas en la 
matriz de los peroxisomas y para insertar proteínas en la membrana de 
éstos. Por ejemplo, el análisis de células de algunos pacientes afectados 
por el sindrome de Zellweger permitió identificar los genes que codifi- 
can las proteínas Pex10, Pex12 y Pex2 de reciclado de la Pex5. Las células 
mutantes defectuosas, en cualquiera de estas proteínas, son incapaces de 
incorporar proteínas de la matriz a los peroxisomas; en lugar de ello, las 
células contienen peroxisomas vacíos que tienen el complemento nor- 
mal de proteínas de membrana de los peroxisomas (Fig. 13-310). Las 
mutaciones en cualquiera de los otros 3 genes bloquean la inserción ES 
las proteínas de membrana de los peroxisomas y la incorporación de las 
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13.5 Direccionamiento de las proteínas a los peroxisomas 


FIGURA EXPERIMENTAL 13-31 Los estudios revelan distintas vías para 
la incorporación de proteínas de la matriz y de los peroxisomas. Las cé- 
lulas fueron teñidas con anticuerpos fluorescentes contra PMP70, una proteína 
de la membrana de los peroxisomas, o con anticuerpos fluorescentes contra 
la catalasa, una proteína de la matriz de los peroxisomas, y luego observados 
en un microscopio de fluorescencia. (a) En las células de tipo silvestre, tanto 
las proteínas de la membrana como las de la matriz de los peroxisomas son 
visibles como focos brillantes, en numerosos cuerpos peroxisómicos. (b) En las 
células de un paciente con deficiencia de Pex12, la catalasa está uniformemen- 
te distribuida en el citosol, mientras que la PMP70 se localiza normalmente en 
los cuerpos de los peroxisomas. (c) En las células de un paciente con déficit 

de Pex3, no pueden ensamblarse las membranas de los peroxisomas y, en 
consecuencia, los cuerpos de éstos no se forman. Así, tanto la catalasa como 
la PMP70 están incorrectamente localizadas en el citosol. (Cortesía de Stephen Gould, 


Johns Hopkins University.) 


proteínas de la matriz (Fig. 13-310). Estos hallazgos demuestran que un 
conjunto de proteínas transloca las proteínas solubles a la matriz de los 
peroxisomas, pero que se requiere un conjunto distinto para insertar las 
proteínas en la membrana de los peroxisomas. Esta situación difiere no- 
tablemente de la del RE, la mitocondria y el cloroplasto, para los cuales 
como hemos visto— las proteínas de membrana y las solubles compar- 
ten muchos de los componentes para su inserción en los orgánulos. 

Aunque la mayoría de los peroxisomas se generan por división de 
orgánulos preexistentes, pueden surgir de novo por un proceso de tres 
etapas, que se muestra en la Figura 13-32. En este caso, el ensamblado 
del peroxisoma comienza en el RE. Al menos 2 proteínas de la membra- 
na de los peroxisomas, la Pex3 y la Pex16, se insertan en la membrana 
del RE por mecanismos descritos en la Sección 13.2. Luego, la Pex3 
y la Pex16 reclutan la Pex19 para formar una región especializada de 
la membrana del RE, que puede brotar desde el RE, para formar una 
membrana precursora de los peroxisomas. La evidencia actual indica 
que las proteínas de la membrana de los peroxisomas que se ensam- 
blan en los peroxisomas maduros también pueden seguir la misma vía 
dependiente de la Pex19 para la formación de novo de nuevos peroxi- 
somas desde el RE. La inserción de las proteínas de la membrana de los 
peroxisomas genera membranas que tienen los componentes necesa- 
rios para la incorporación de las proteínas de la matriz, lo que conduce 
a la formación de peroxisomas maduros y funcionales. 
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La división de los peroxisomas maduros, que determina en gran 
medida la cantidad de peroxisomas de una célula, depende de otra pro- 
teína, la Pex11. La sobre expresión de la proteína Pex11 provoca un 
gran aumento en el número de peroxisomas; esto sugiere que esa pro- 
teína controla el grado de división de los peroxisomas. Los peroxisomas 
pequeños generados por división pueden aumentar de tamaño por la 
incorporación de proteínas adicionales de la matriz o de la membrana, 
por las mismas vías descritas previamente. 
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FIGURA 13-32 Modelo de la biogénesis y división de los peroxisomas. 
La primera etapa en la formación de novo de los peroxisomas es la incorpo- 
ración de las proteínas de la membrana de éstos a membranas precursoras 
derivadas del RE. La Pex19 actúa como receptor para las secuencias de direc- 
cionamiento hacia la membrana. Un complejo de Pex3 y Pex16 es necesario 
para la adecuada inserción de las proteínas (p. ej, PMP70) a la membrana del 
peroxisoma en formación. La inserción de todas las proteínas de la membrana 
del peroxisoma produce un precursor de peroxisoma capaz de importar las 
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Catalasa cl 
proteínas dirigidas a la matriz. Las vías de importación de las proteínas de la : 
(e 2 que contienen PTS1 y PTS2 difieren solo en la identidad del recepto'* 


Rosallco (Pex5 y Pex7, respectivamente), que se une a la secuencia de direcco 
namiento (véase la Fig. 13-30). La incorporación completa de las proteínas de 
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la matriz da como resultado un peroxisoma maduro. Si bien pueden 
Peroxisomas de novo, como se describió, en la mayoría de las condició 
proliferación de los peroxisomas implica la división de peroxisomas má 
proceso que depende de la proteína Pex] 1. 


¿ONCE TOS CLAVE DE LA SECCIÓN 13.5 
pireccionamiento de las proteínas 


¿105 peroxisomas 


sodas Jas proteínas de los peroxisomas se sintetizan en los ribosoma 
. a . S 
citosólicos y son incorporadas a los orgánulos después de la traducción 


¿La mayoría de las proteinas de la matriz de los peroxisomas contienen 
una secuencia de O lento PTS1 C-terminal; unas pocas po- 
seen Una secuencia de direccionamiento PTS2 N-terminal. Ninguna de 
estas secuencias se segmenta después de la importación. 


- Todas las proteínas destinadas a la matriz de los peroxisomas se unen 
¿ una proteína transportadora citosólica, que difiere de las proteínas 
que llevan PTS1 y PTS2; se dirigen hacia el receptor de la importación 


común y a la maquinaria de translocación de la membrana del peroxi- 
soma (véase la Fig. 13-30). 


«La translocación de las proteínas de la matriz, a través de la membrana 
del peroxisoma, depende de la hidrólisis de ATP. A diferencia de la im- 
portación de proteínas al RE, las mitocondrias y los cloroplastos, mu- 
chas proteínas de la matriz de los peroxisomas se pliegan en el citosol y 
atraviesan la membrana en forma plegada. 


» Las proteínas destinadas a la membrana de los peroxisomas contienen 
secuencias de direccionamiento distintas de las presentes en las proteínas 
de la matriz de los peroxisomas, y son importadas por una vía diferente. 


«A diferencia de las mitocondrias y los cloroplastos, los peroxisomas 
pueden surgir de novo, a partir de membranas precursoras probable- 
mente derivadas del RE, como así también por división de orgánulos 
preexistentes (véase la Fig. 13-32). 


13.6 Transporte hacia el interior y el exterior 

del núcleo 

El núcleo está separado del citoplasma por dos membranas, que for- 

man la envoltura nuclear (véase la Fig. 9-32). La envoltura nuclear se 
continúa con el RE y forma parte de éste. El transporte de proteínas 
desde el citoplasma hasta el núcleo y el movimiento de macromolécu- 
las, incluso los mRNA, los tRNA y las subunidades ribosómicas, hacia 
el exterior del núcleo se produce a través de los poros nucleares, que 
abarcan ambas membranas de la envoltura nuclear. La incorporación 
de proteínas al núcleo comparte algunas características fundamentales 
con la introducción de proteínas a Otros orgánulos. Por aropia las 
proteínas nucleares incorporadas llevan secuencias específicas de di- 
reccionamiento, conocidas como secuencias de localización nuclear o 
SUN. Sin embargo, las proteínas se incorporan al interior del núcleo en 
estado plegado y, de este modo, la incorporación nuclear difiere funda- 
mentalmente de la translocación de proteínas 2 través de las puebla: 
nas del RE, las mitocondrias y los cloroplastos, donde las proteínas no 
están plegadas durante la translocación. En esta sección, analizamos 
el principal mecanismo por el cual las proteínas Y algunas proteinas 
"bonucleares, como los ribosomas, ingresan en el núcleo y salen de 
éste. Analizamos también el modo en el que el mRNA y otros comple- 
Jos proteicos ribonucleares salen del núcleo mediante UN presa que 
difiere, en su mecanismo, de la incorporación de proteínas al núcleo. 


Las moléculas grandes y pequeñas ingresan en el 
núcleo y salen de éste por medio de los complejos 
del poro nuclear 


Numerosos poros perforan la envoltura nuclear, en todas las células 
eucariónticas. Cada poro nuclear está formado por una estructura ela- 
borada denominada complejo de poro nuclear (CPN), que es uno de 
los ensamblajes proteicos más grandes en la célula. La masa total de la 
estructura del poro es de entre 60-80 millones Da en los vertebrados, lo 
que resulta unas 16 veces más grande que un ribosoma. Un CPN está 
constituido por múltiples copias de aproximadamente 30 proteínas 
diferentes denominadas nucleoporinas. Las fotomicrografías electró- 
nicas de los complejos de poro nuclear revelan una estructura anular, 
octogonal, embebida en la membrana que rodea un poro, en gran me- 
dida, acuoso (Fig. 13-33). Ocho filamentos de casi 100 nm de longitud 
se extienden al nucleoplasma con sus extremos distales unidos por un 
anillo terminal, lo que forma una estructura denominada cesta nuclear. 
Los filamentos citoplasmáticos se extienden desde el lado citoplasmá- 
tico del CPN al citosol. 

Los iones, los metabolitos pequeños y las proteínas globulares de 
hasta aproximadamente 40 kDa pueden difundir pasivamente a través 
de la región acuosa central del complejo de poro nuclear. Sin embargo, 
las grandes proteínas y los complejos ribonucleoproteicos no pueden 
difundir hacia el interior y el exterior del núcleo. En lugar de ello, estas 
macromoléculas son transportadas activamente a través del CPN, con 
el auxilio de proteínas transportadoras solubles que unen macromolé- 
culas e interactúan con las nucleoporinas. La capacidad y eficiencia del 
CPN para este transporte activo es notable. En un minuto, se estima 
que cada CPN transporta 60 000 moléculas de proteína hacia el interior 
del núcleo, 50-250 moléculas de mRNA, 10-20 subunidades ribosómi- 
cas y 1 000 RNA hacia afuera del núcleo. 

En términos generales, las nucleoporinas son de tres tipos: nu- 
cleoporinas estructurales, nucleoporinas de la membrana y nucleoporinas 
FG. Las nucleoporinas estructurales forman el esqueleto del poro nu- 
clear, que es un anillo de simetría octogonal que atraviesa ambas mem- 
branas de la envoltura nuclear y crea un anillo. Las membranas de las 
lamelas interna y externa de la envoltura nuclear se conectan en el CPN 
por medio de una región muy curva de la membrana que contiene nu- 
cleoporinas incrustadas de membrana (véase la Fig. 13-33b). Un con- 
junto de 7 nucleoporinas estructurales forma una estructura con forma 
de Y de aproximadamente el tamaño del ribosoma, que se conoce con 
el nombre de complejo Y. Dieciséis copias del complejo Y conforman el 
esqueleto estructural básico del poro, que tiene simetría bilateral a tra- 
vés de la envoltura nuclear, y simetría rotacional octogonal en el plano 
de la envoltura (véase la Fig. 13-33c). Un motivo estructural repetido 
varias veces dentro del complejo Y está muy relacionado con una es- 
tructura que se encuentra en las proteínas COPII, que impulsan la for- 
mación de las vesículas recubiertas dentro de las células (véase el Cap. 
14). Esta relación primordial entre las proteínas estructurales del poro 
nuclear y las proteínas de la cubierta de las vesículas sugiere que los dos 
tipos de complejos de cubierta de membrana comparten un origen. 
La función básica de este elemento puede consistir en formar una red 
proteica que, en Un complejo con las nucleoporinas de la membrana, 
deforme la membrana y la torne una estructura muy Curva. 

Las nucleoporinas FG, que tapizan el canal del complejo del poro 
nuclear y se encuentran asociadas con la cesta nuclear y los alas 
citoplasmáticos, contienen múltiples repeticiones de secuencias hidró- 
fobas cortas ricas en residuos de fenilanalina (E) y glicina (G) (repett- 
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FIGURA 13-33 Complejo de poro nuclear en diferentes niveles de reso- 
lución. (a) Visto por microscopia electrónica de barrido, la envoltura nuclear 
de núcleos grandes de ovocitos de Xenopus. Arriba: Vista de la cara citoplasmá- 
tica que muestra la forma octogonal de la porción de los complejos de poro 
nuclear insertos en la membrana. Abajo: Vista de la cara nucleoplasmática que 
muestra la cesta nuclear que se extiende desde la porción de la membrana, (b) 
Modelo en corte del complejo del poro que muestra las principales caracterís- 
ticas estructurales formadas por las nucleoporinas de membrana, las nucleopo- 
rinas estructurales y las nucleoporinas FG. (c) Dieciséis copias del complejo Y 
forman Una parte principal del andamiaje estructural del complejo de poro 
nuclear. La estructura tridimensional del complejo Y se modela dentro de la 
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Structura del poro. Nótense la simetría doble a través de la membrana doble 


del núcleo (izquierda) y la simetría octogonal rotacional alrededor del eje Y 
poro (derecha). (d) Las nucleoporinas FG tienen estructuras desordenadas el 
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izquierda). Las nucleoporinas FG son más abund ] 

Oro, y se cree que las secuencias repetidas FG ala 
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Ec) Se cree que las repeticiones FG hidrófobas se presentan en 
se cadenas polipeptídicas extendidas, por lo demás hidrófila 
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5 enan el centro del canal transportador. Las nucleoporinas FG son 
a para la función del CPN; sin embargo, el CPN sigue siendo 
a aún si hasta la mitad de las repeticiones FG han sido dele- 
ls Se considera que las nucleoporinas FG forman una matriz 
latinos flexible, con propiedades generales que permiten la difusión 
qe moléculas pequeñas y ERenOn las proteínas hidrófilas no chapero- 
adas superiores a 40 kDa (véase la Fig. 13-33d) 


Los receptores de transporte nuclear escoltan a las 
proteínas que contienen señales de localización 
nuclear hacia el interior del núcleo 


Las proteínas que se encuentran en el núcleo —como las histonas, los 
factores de transcripción y las DNA y RNA polimerasas- se sintetizan 
en el citoplasma y se incorporan en el interior del núcleo a través de 
complejos de poro nucleares. Estas proteínas contienen una señal de 
Jocalización nuclear (SLN) que dirige su transporte selectivo hacia el 
núcleo. Las SLN fueron descubiertas mediante el análisis de mutantes 
del gen para el antígeno T grande, localizado en el virus 40 de los si- 
mios (SV40). La forma silvestre del antígeno T grande está localizada 
en el múcleo de las células infectadas por virus, mientras que algunas 
formas mutadas del antígeno T grande se acumulan en el citoplasma 
(Fig. 13-34). Todas las mutaciones causantes de esta localización celular 
alterada se producen en una secuencia específica de 7 residuos, rica 
en aminoácidos básicos, cercana al extremo C-terminal de la proteína: 
Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val. Los experimentos con proteínas híbridas 


(a) (b) 


FIGURA EXPERIMENTAL 13-34 La señal de localización nuclear (SLN) 
dirige las proteínas hacia el núcleo de la célula. Las proteínas citoplas- 
Máticas pueden ser dirigidas hacia el núcleo cuando se han fusionado auna 
senal de localización nuclear. (a) La piruvato cinasa normal, vista por Iinmu- 
"o orescencia después de que las células en cultivo han sido tratadas con 
E enticuerpo específico (amarillo), se localiza en el citoplasma. Esta proteina 
OSÓlica muy grande actúa en el metabolismo de los hidratos de carbono. 


(D) Cua A ía la SLN del 
SVan las se expresó una piruvato cinasa quimérica que pda La pro- 
tem extremo N-terminal en las células, se localizó en el dia pel entera 
e | | iante ing 
quimérica se expresó a partir de un gen transfectado med! 
0) P q odificaba SLN 


SV Ca, producido al fusionar un fragmento génico viral que € 
VAN a1 ! 
de al gen de piruvato cinasa. (Tomado de D. Kalderon y cols. 1984, Ce 


/139:499, cortesía 


an Srmirh 


programadas mediante ingeniería genética, en los cuales esta secuen- 
cla se fusionó con una proteína citosólica, demostraron que esta dirige 
el transporte hacia el interior del núcleo y, en consecuencia, funciona 
como una SLN. Posteriormente, las secuencias SLN se identificaron en 
muchas otras proteínas incorporadas al núcleo. Muchas de éstas son 
similares a la SLN básica del antígeno T grande del SV40, mientras que 
otras SLN son bastante diferentes, desde el punto de vista químico. Por 
ejemplo, una SLN en la proteína que une RNA, hnRNP Al, es hidrófo- 
ba. De modo que debe haber múltiples mecanismos para el reconoci- 
miento de estas secuencias tan distintas. 

Los trabajos iniciales sobre el mecanismo de importación nuclear 
mostraron que las proteínas que contienen una SLN básica, similar a 
la presente en el antígeno T grande de SV40, serán transportadas con 
eficiencia hacia los núcleos aislados, siempre que se les proporcione 
un extracto citosólico (Fig. 13-35). Empleando este sistema de ensayo, 
los investigadores purificaron dos componentes citosólicos requeridos: 
Ran y un receptor del transportador nuclear. La Ran es una proteína 
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FIGURA EXPERIMENTAL 13-35 Se requieren proteínas citosólicas para 
el transporte hacia el núcleo. El fracaso del transporte nuclear en células 
cultivadas, permeabilizadas en ausencia de un lisado, demuestra el compromi- 
so de componentes citosólicos solubles en el proceso. (a) Fotomicrografías de 
contraste de fase de células HeLa no tratadas y permeabilizadas con digitonina. 
El tratamiento de las monocapas de células cultivadas con el detergente suave 
no iónico digitonina permeabiliza la membrana plasmática, de modo tal que 
los constituyentes citosólicos se pierden, pero permite que la envoltura nuclear 
y el CPN permanezcan intactos. (b) Fotomicrografías de fluorescencia de las 
células HeLa permeabilizadas con digitonina, incubadas con una proteína 
fluorescente acoplada químicamente al péptido SLN contra el antígeno T del 
Sv40 sintético, en presencia y ausencia de citosol (lisado). La acumulación de 
esta sustancia de transporte en el núcleo solo se produce cuando el citosol 

se incluye en la incubación (derecha). (Tomado de S. Adam y cols, 1990, J CellBiol 11 807, 
cortesía de Dr. Larry Gerace) 
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FIGURA 13-36 Importación nuclear. Mecanismo 


para la importación nuclear de proteínas “carga”. En al 
citoplasma (arriba), UN receptor de transporte nuclear 
libre (importina) se une a la SLN de una proteína | 
carga y forma un complejo de carga bimolecular. E 
complejo de carga difunde a través del CPN mediante 
la interacción transitoria CON las nucleoporinas FG. 

En el nucleoplasma, la Ran:GTP se une a la importina, 
lo que produce un cambio de conformación que 
disminuye su afinidad por la SLN y libera la carga. Para 
dar sustento a otro ciclo de importación, el complejo 
exportina-Ran:GTP se transporta nuevamente hacia 

el citoplasma. Una proteína que acelera la GTPasa 
(GAP), asociada con los filamentos citoplasmáticos del 
CPN, estimula la Ran para hidrolizar el GTP unido. Esto 
genera un cambio de conformación que provoca la 
disociación desde el receptor de transporte nuclear, 
que puede entonces iniciar otro ciclo de importación. 
La Ran:GDP vuelve al nucleoplasma, donde el factor 
de intercambio de guanina nucleótido (GEF) provoca 
la liberación del GDP y la nueva unión de GTP. 


G monomérica, pequeña, que existe en conformaciones unidas a GTP 
o GDP (véase la Fig. 13-32). El receptor de transporte nuclear se une 
tanto a la SLN de una proteína carga que será transportada al interior 
del núcleo como a las repeticiones FG de las nucleoporinas. Mediante 
un proceso físico que aún no se conoce con certeza, uniéndose transi- 
toriamente a las repeticiones FG, los receptores de transporte nuclear 
tienen la capacidad de atravesar con rapidez la matriz que contiene las 
repeticiones FG en el canal central del poro nuclear, mientras que las 
proteínas de tamaño similar que carecen de esta propiedad son exclui- 
das del canal central. Los receptores de transporte nuclear pueden ser 
monoméricos, con un solo polipéptido que puede unirse tanto a las 
SLN como a las repeticiones FG, o diméricos, con una subunidad que 
se une a las SLN, y la otra a las repeticiones FG. 

El mecanismo de importación de proteínas carga citoplasmáti- 
cas, mediado por un receptor de importación nuclear, se muestra en 
la Figura 13-36. Receptores libres de transporte nuclear, presentes en 
el citoplasma, se unen a sus SLN semejantes en una proteína carga y 
forman un complejo importina-carga. Luego, el complejo de carga se 
transloca a través del canal del CPN cuando el receptor de transporte 
nuclear interactúa con las repeticiones FG. El complejo carga rápida- 
mente llega al nucleoplasma y, allí, el receptor del transportador nuclear 
interactúa con Ran-GTP, lo que provoca un cambio de conformación 
en el ñ eceptor del transportador nuclear que desplaza la SLN y libera la 
A E 

ente a través del CPN. Una vez que 


el complejo receptor del transportador nuclear-Ran-GTP llega al lado 
citoplasmático del CPN, la Ran interactúa con una proteína activado- 
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ra de la GTPasa (Ran-GAP), que es un componente de los filamentos 
citoplasmáticos del CPN. Esto estimula la Ran para que hidrolice su 
GTP unido a GDP, lo que produce la conversión a una conformación 
con baja afinidad por el receptor de transporte nuclear, de modo tal 
que el receptor de transporte nuclear libre se libera al citoplasma, don- 
de puede participar de otro ciclo de importación. El Ran:GDP se des- 
plaza nuevamente a través del poro hacia el nucleoplasma, donde st 
encuentra con un factor de intercambio-guanina nucleótido (Ran-GEF ) 
que hace que la Ran libere su GDP unido en favor del GTP. El resultado 
neto de esta serie de reacciones es el acoplamiento de la hidrólisis de 
GTP a la transferencia de una proteína que lleva SLN desde el citoplas- 
ma hacia el interior del núcleo y proporciona, de este modo, una fuerza 
conductora para el transporte nuclear. 

' Aunque el complejo receptor de transporte nuclear-carga se des- 
ba és 3d por pa ió la peo on 
Dada la rápida ero hacia el interior del núcleo es unidireccion? 
Ds pa del complejo de importación cuando a 
transporte o E dea te de concentración del di a 
donded poe Suse a través del CPN: elevado en el a 
disocia. El gradiente ae re y len 

o e concentración es causante de la natura 
unidireccional de la importació ! de concen” 
tración sitios ets ción nuclear. Un gradiente de q 
nuevamente al ci Pulsa el receptor de transporte nuclear del nú q 

€ al citoplasma. La concentración del complejo recep papa 


transporte 
se p. Ie es más elevada en el nucleoplasm 0 
MDla, que en el lado ci disoció: 


¡ topl , se 
Finalmente, la dirección del p plasmático del CPN, donde $ q 


roceso de transporte depende de la 


bución asimétrica de la Ran-GEF y de la Ran-GAP. La Ran-GEF del nu- 
cdeoplasma mantiene la Ran en el estado Ran:GTP, en el que promueve 
la disociación del complejo carga. La Ran-GAP del lado citoplasmático 
del CPN convierte Ran:GTP en Ran-GDP, por disociación el receptor 
del transporte nuclear-Ran:GTP y liberación del receptor de transporte 


nuclear hacia el citosol. 


Un segundo tipo de receptores de transporte 
nuclear escoltan las proteínas que contienen 
señales nucleares de exportación hacia el exterior 
del núcleo 


Se utiliza un mecanismo muy semejante para exportar proteínas, 
(RNA y subunidades ribosómicas desde el núcleo hacia el citoplasma. 
Inicialmente, este mecanismo fue descubierto en estudios de com- 
plejos nucleicos ribonucleares que “se trasladan” entre el núcleo y 
el citoplasma. Estas proteínas “de traslado” contienen una señal de 
exportación nuclear (SEN) que estimula su exportación desde el nú- 
cleo hacia el citoplasma a través de los poros nucleares, además de 
una SLN que es captada por el núcleo. Los experimentos con genes 
híbridos, programados mediante ingeniería genética, que codifican 
una proteína restringida al núcleo, fusionada en varios segmentos de 
una proteína que transporta hacia el interior y el exterior del núcleo, 
han permitido identificar tres clases diferentes de SEN: una secuencia 
rica en leucina que se encuentra en el PKI (un inhibidor de la proteí- 
na cinasa A) y en la proteína Rev del virus de la inmunodeficiencia 
humana (VIH), así como dos secuencias identificadas en dos partí- 
culas ribonucleoproteicas heterogéneas (hnRNP). Las características 
estructurales significativas, desde el punto de vista funcional, que 
especifican la exportación desde el núcleo aún son poco conocidas. 
El mecanismo por el cual las proteínas de traslado se exportan 
desde el núcleo se comprende mejor en los casos de aquellas que con- 
tiene la SEN rica en leucina. De acuerdo con el modelo actual, que 
se muestra en la Figura 13-37a, un receptor de transporte nuclear 
específico en el núcleo, denominado exportina 1, primero forma un 
complejo con la Ran:GTP; luego, se une a la SEN en una proteína 
carga. La unión de la exportina 1 al Ran:GTP causa un cambio de 
conformación en la exportina 1, que incrementa su afinidad por la 
SEN, de modo tal que se forma un complejo carga trimolecular. Como 
sucede con otros receptores de transporte nuclear, la exportina 1 inte- 
ractúa transitoriamente con las repeticiones FG en las nucleoporinas 
FG y difunde a través del CPN. El complejo de carga se disocia cuan- 
do encuentra el Ran-GAP en los filamentos citoplasmáticos del CPN, 
lo que estimula la Ran a hidrolizar el GTP unido, y produce a la Ran 
un cambio de conformación con baja afinidad por la exportina 1. La 
exportina 1 liberada cambia la conformación en una estructura que 
tiene baja afinidad por la SEN, lo que libera la carga en el citosol, La 
dirección del proceso de exportación es impulsada por la disociación 
de la carga desde la exportina 1 hacia el citoplasma, lo que genera un 
gradiente de concentración desde el complejo de carga a través del 
CPN, que es alta en el nucleoplasma y baja en el citoplasma. Luego, la 
exportina 1 y la Ran:GDP se transportan nuevamente hacia el núcleo 


a través de un CPN. 
Comparando este modelo 
gura 13-36 para la importación nuclear, 


ferencia obvia: la Ran-GTP es parte del complejo de carga durante 
e la importación. Fuera de esta dife- 


de exportación nuclear con el de la Fi- 
podemos observar una di- 


la exportación, pero no durant 


rencia, los dos procesos de transporte son notablemente similares. 
En ambos, la asociación de un receptor de transporte nuclear con 
Ran-GTP en el nucleoplasma provoca un cambio de conformación 
que afecta su afinidad por la señal de transporte. Durante la impor- 
tación, la interacción provoca la liberación de la carga; durante la ex- 


portación, la interacción promueve la asociación con ésta. Tanto en la 


exportación como en la importación, la estimulación de la hidrólisis 


Ran-GTP en el citoplasma, por el Ran-GAP, produce un cambio de 
conformación en la Ran que libera el receptor de señal de transporte. 
En el transcurso de la exportación nuclear, la carga también se libera. 
La localización de la Ran-GAP y Ran-GEF en el citoplasma y el nú- 
cleo, respectivamente, constituye la base del transporte unidireccio- 
nal de proteínas de carga a través del CPN. 

De un modo paralelo con su similitud de función, ambos tipos 
de receptores de transporte nuclear son homólogos en secuencia y 
estructura. La familia de receptores de transporte nuclear tiene 14 
miembros en las levaduras y más de 20, en las células de mamífero. 
Las SEN o SLN, a las cuales se unen, han sido determinadas solo para 
una parte del proceso. Algunos receptores de transporte nuclear fun- 
cionan tanto en la importación como en la exportación. 

Un mecanismo de transporte similar se ha mostrado para la ex- 
portación de otras cargas desde el núcleo. Por ejemplo, la exportina-t 
funciona para exportar los tRNA. La exportina-t se une a tRNA com- 
pletamente procesado en un complejo con la Ran:GTP que difunde a 
través del CPN y se disocia cuando interactúa con Ran-GAP en los fila- 
mentos citoplasmáticos del CPN; esto produce la liberación del tRNA 
en el citosol. También se requiere un proceso dependiente de Ran para 
la exportación nuclear de las subunidades ribosómicas a través del 
CPN, una vez que los componentes RNA y proteína se han ensamblado 
de manera adecuada en el nucléolo. De modo similar, ciertos mRNA 
específicos, que se asocian con proteínas hnRNP particulares, pueden 
ser exportados por un mecanismo dependiente de Ran. 


La mayoría de los mRNA se exportan desde el 
núcleo por un mecanismo independiente de Ran 


Una vez que el procesamiento de un mRNA se ha completado en el 
núcleo, permanece asociado con proteínas específicas ÍÁnRNP en un 
complejo mensajero proteína ribonuclear o mRNP. El principal trans- 
portador de mRNP hacia el exterior del núcleo es el exportador de 
mRNP, una proteína heterodimérica compuesta por una subuni- 
dad grande denominada factor 1 de exportación nuclear (FIXN) y 
una subunidad pequeña, el transportador 1 de exportación nuclear 
(TIXN). Múltiples dímeros FIXN/TIXN se unen a las mRNP nu- 
cleares a través de interacciones cooperativas con el RNA y otras 
mRNP adaptadoras, que se asocian con los pre mRNA nacientes du- 
rante la elongación de la transcripción y el procesamiento del pre 
mRNA. En muchos aspectos, la FIXN/ TIXN actúa como un recep- 
tor de transportador nuclear que se une a una SLN o a una SEN, en 
el sentido en que ambas subunidades interactúan con los dominios 
FG de las nucleoporinas FG y les permiten difundir a través del canal 
central del CPN. 

El proceso de exportación de las mRNP no requiere Ran; de este 
modo, para el transporte unidireccional de mRNA hacia el exterior 
del núcleo, es necesaria una fuente de energía distinta de la hidról 
del GTP por la Ran. Una vez que el complejo mRNP-FIXN/ TIXN 
llega a la cara citoplasmática del CPN, FIXN y TIXN se disocia de 
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FIGURA 13-37 Exportación nuclear dependiente 
de Ran e independiente de Ran. (2) El mecanismo 
dependiente de Ran para la exportación nuclear 

de las proteínas carga, que contiene una señal de 
exportación nuclear rica en leucina (SEN). En el 
nucleoplasma (abajo), la proteína exportina 1 se une 
en forma cooperativa a la SEN de la proteína Carga 
que será transportada y a la Ran:GTP. Después de que 
el complejo de carga resultante difunde a través de un 
CPN, mediante interacciones transitorias con las repe- 
ticiones FG en las nucleoporinas FG, el GAP asociado 
con los filamentos citoplasmáticos del CPN estimula 
la hidrólisis de GTP lo que convierte la Ran:GTP en 
Ran:GDP El cambio de conformación acompañante, 
en la Ran, conduce a la disociación del complejo. La 
proteína carga que contiene SEN se libera en el citosol, 
mientras que la exportina 1 y la Ran-GDP se transpor- 
tan nuevamente hacia el núcleo a través de los CPN. 
Luego, la Ran-GEF, en el nucleoplasma, estimula la 
conversión de Ran-GDP en Ran-GTP. (b) Exportación 
nuclear independiente de Ran de los mRNA. El com- 
plejo heterodimérico FIXN/T1XN se une a complejos 
mRNA-proteína (mRNP) del núcleo. FIXN/T1XN 
actúa como un factor de exportación nuclear y dirige 
las mRNP asociadas hacia el canal central del CPN, 
mediante la interacción transitoria con las nucleopo- 
rinas FG. Una helicasa de RNA (Dbp5), localizada en la 
cara citoplasmática del CPN, elimina F1XN y T1XN del 
MRNA en una reacción impulsada por la hidrólisis de 
ATP Las proteínas F1XN y T1XN se reciclan nuevamen- 
te al núcleo por el proceso de importación depen- 
diente de Ran, que se ilustra en la Figura 13-36. 


las mRNP, con ayuda de la helicasa de RNA, Dbp5, que se asocia con 
los filamentos citoplasmáticos del CPN. Recordemos que las helica- 
sas de RNA utilizan la energía derivada de la hidrólisis del ATP para 
desplazarse a lo largo de las moléculas de RNA, separando las cadenas 
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Ensamblaje sobre el MRNA procesado 


de RNA bicatenario y disociando los complejos RNA-proteínas (( ' 
pítulo 4). Esto conduce a la idea simple de que Dpb5, que se asocia 
con la cara citoplasmática del complejo del poro nuclear, actúa como 
un motor impulsado por ATP para eliminar el FIXN/TIXN del” 
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complejos con mRNP, a medida que surgen en la cara citoplasmática 
del CPN. El ensamblaje de FIXN/T1XN dependiente de ATP sobre 
las mRNP, en la cara nucleoplasmática del CPN y el posterior des- 
ensamblaje del complejo FIXN/T1XN de las mRNP en la cara cito- 
plasmática del CPN, crea un gradiente de concentración de mRNP- 
FIXN/TIXN que impulsa la exportación unidireccional. Después de 
ser eliminadas de las mRNP, las proteínas FIXN y TIXN que han sido 
separadas del mRNA por la helicasa Dbp5 se importan nuevamente 
hacia el núcleo mediante un proceso que depende de la Ran y de un 
receptor del transporte nuclear (Fig. 13-37b). 

En la exportación nuclear dependiente de Ran (que se analizó en 
la subsección previa), la hidrólisis del GTP por la Ran de la cara cito- 
plasmática del CPN provoca la disociación del receptor de transporte 
nuclear de su carga. En una descripción básica, la exportación nuclear 
independiente de Ran analizada aquí opera de un modo similar, excepto 
en que la Dbp5p de la cara citoplasmática del CPN emplea la hidrólisis 
de ATP para disociar el exportador de las mRNP del mRNA. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 13.6 


Transporte hacia el interior y el exterior del núcleo 


* La envoltura nuclear contiene numerosos complejos de poro nuclea- 
res (CPN), que son estructuras grandes, complejas, compuestas por 
múltiples copias de 30 proteínas denominadas nucleoporinas (véase la 
Fig. 13-33). Las nucleoporinas FG, que contienen múltiples repeticio- 
nes de secuencias hidrófobas cortas (repeticiones FG), tapizan el canal 
de transporte central y desempeñan una función en el transporte de 
todas las macromoléculas a través de los poros nucleares. 


* El transporte de macromoléculas superiores a 20-40 kDa a través de 
los poros nucleares requiere la asistencia de receptores de transporte 
nuclear que interactúan tanto con la molécula transportada como con 
las repeticiones FG de las nucleoporinas FG. 


« Las proteínas importadas o exportadas, hacia el núcleo o desde éste, 
contienen una secuencia específica de aminoácidos que funciona como 
una señal de localización nuclear (SLN) o una señal de exportación nu- 
clear (SEN). Las proteínas restringidas del núcleo contienen una SLN 
pero no una SEN, mientras que las proteínas que se desplazan entre el 
núcleo y el citoplasma contienen ambas señales. 


- Se han identificado varios tipos distintos de SEN y SLN. Se considera 
que cada tipo de señal de transporte nuclear interactúa con una pro- 
teína específica de transporte nuclear, que pertenece a una familia de 


proteínas homólogas. 


* Una proteína carga que lleva una SEN o una SLN se transloca a través 
de los poros nucleares unida a su proteína de transporte nuclear seme- 
jante. Las interacciones transitorias entre los receptores de ar diia 
nuclear y las repeticiones FG permiten una difusión muy rápida del 
complejo proteína-carga a través del canal central del CPN, lleno con 


una matriz hidrófoba de repeticiones FG. 
«La naturaleza unidireccional de la exportación e importación de pro- 


teínas a través de los poros nucleares resulta de la participación de Ran, 
una proteína G monomérica que existe en diferentes conformaciones, 


cuando está unida a GTP o GDP. La localización del factor de inter- 
cambio de guanina nucleótido (GEF) de la Ran, en el núcleo y de la 
proteína activadora de GTPasa (GAP) de la Ran en el citoplasma, crea 
un gradiente con una elevada Ran:GTP en el nucleoplasma, y Ran-GDP 
en el citoplasma. La interacción de complejos de importación de carga 
con Ran-GTP, en el nucleoplasma, provoca la disociación del complejo 
y libera la carga en el nucleoplasma (véase la Fig. 13-36), mientras que 
el ensamblaje de complejos de exportación de la carga se ve estimulado 
por la interacción con Ran:GTP en el nucleoplasma (véase la Fig. 13-37). 


- La mayoría de las mRNP se exportan desde el núcleo, por su unión, 
a un exportador de mRNP heterodimérico presente en el nucleoplas- 
ma, que interactúa con las repeticiones FG. La dirección del transporte 
(del núcleo al citoplasma) resulta de la acción de una helicasa de RNA 
asociada con los filamentos citoplasmáticos de los complejos del poro 
nuclear que remueve el exportador mRNP heterodimérico, una vez que 
el complejo transportador ha llegado al citoplasma. 


Perspectivas para el futuro 


Como hemos visto en este capítulo, comprendemos ahora muchos 
aspectos de los procesos básicos, causantes del transporte selectivo de 
proteínas al retículo RE, la mitocondria, cloroplasto, peroxisoma y nú- 
cleo. Los estudios bioquímicos y genéticos, por ejemplo, han identifica- 
do las secuencias de señalización causantes del direccionamiento de las 
proteínas hacia el orgánulo correcto y los receptores de membrana que 
reconocen estas secuencias. También hemos aprendido mucho acerca 
de los mecanismos subyacentes que translocan las proteínas a través de 
las membranas de los orgánulos y han determinado si se emplea ener- 
gía para empujar o traccionar las proteínas a través de la membrana en 
una dirección, el tipo de canal a través del cual pasan las proteínas y si 
las proteínas se translocan en estado plegado o no plegado. Sin embar- 
go, quedan sin responder preguntas fundamentales; probablemente, la 
más intrigante sea de qué manera se mueven las proteínas completa- 
mente plegadas a través de una membrana. 

La maquinaria de importación de los peroxisomas proporciona un 
ejemplo de translocación de proteínas plegadas. No solo es capaz de 
translocar proteínas completamente plegadas con cofactores unidos a 
la matriz del peroxisoma, sino que también puede dirigir la importa- 
ción de grandes partículas de oro recubiertas con un péptido que direc- 
ciona hacia los peroxisomas (PTS1). Algunos investigadores han espe- 
culado con que el mecanismo de importación a los peroxisomas puede 
estar relacionado con el de importación al núcleo, el ejemplo mejor 
conocido de translocación postraduccional de proteínas plegadas. Tan- 
to la maquinaria de importación de los peroxisomas como la nuclear 
pueden transportar moléculas plegadas de tamaños muy divergentes, 
y ambas parecen involucrar un componente que cicla entre el citosol y 
el interior del orgánulo —el receptor Pex5 PTS1, en el caso de la impor- 
tación a los peroxisomas, y el complejo Ran-importina en el caso de la 
importación nuclear—. Sin embargo, aparecen también diferencias cru- 
ciales entre los dos procesos de translocación. Por ejemplo, los poros 
nucleares representan grandes ensamblajes macromoleculares estables, 
fácilmente observables al microscopio electrónico, mientras que no se 
han observado estructuras del tipo de poros similares en la membrana 
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de los peroxisomas. Más aún, las pequeñas moléculas pueden pasar fá- 
cilmente a través de los poros nucleares, mientras que las eubenas 
de los peroxisomas mantienen una barrera premancnte a la difusión de 
pequeñas moléculas hidrófilas. Tomadas en conjunto, estas observacio- 
nes sugieren que la importación a los peroxisomas puede requerir un 
tipo completamente distinto de mecanismo de translocación. 

Los mecanismos evolutivos conservados para translocar proteínas 
plegadas a través de la membrana citoplasmática de las bacterias y por 
medio de la membrana tilacoide de los cloroplastos tampoco se cono- 
cen con certeza. Una mejor comprensión de todos estos procesos para 
translocar proteínas plegadas a través de una membrana probablemen- 
te constituirá una inflexión en el desarrollo futuro de los sistemas de 
translocación in vitro, que permitirá a los investigadores definir los 
mecanismos bioquímicos que impulsan la translocación e identificar 
las estructuras de intermediarios de translocación atrapados. 

En comparación con nuestra comprensión acerca del modo en 
el que se translocan las proteínas solubles dentro de la luz del RE y 
la matriz mitocondrial, nuestro conocimiento en cuanto al modo en 
el que las secuencias direccionadoras especifican la topología de las 
proteínas de membrana de paso múltiple es bastante rudimentario. 
Por ejemplo, ignoramos de qué forma el canal del translocón acomo- 
da los polipéptidos que se orientan de modo distinto con respecto a 
la membrana; tampoco comprendemos cómo las secuencias de los 
polipéptidos locales interactúan con el canal del translocón para esta- 
blecer la orientación de la ubicación en la membrana y para señalizar 
el paso lateral en la bicapa lipídica. Una mejor comprensión del modo 
en el que las secuencias de los aminoácidos de las proteínas de mem- 
brana pueden especificar la topología de la membrana será crucial 
para decodificar la enorme cantidad de información estructural para 
las proteínas de membrana que contienen las bases de datos de las 
secuencias genómicas. 

Una comprensión más detallada de todos los procesos de trans- 
locación continuará surgiendo a partir de estudios genéticos y bio- 
químicos, tanto en levaduras como en mamíferos. Estos estudios, 
indiscutiblemente, revelarán proteínas clave adicionales, implicadas 
en el reconocimiento de secuencias de direccionamiento y en la 
translocación de proteínas a través de las bicapas lipídicas. Final- 
mente, es probable que los análisis estructurales de los canales de 
los translocones se extiendan, en el futuro, a resoluciones de escala 
atómica los estados conformacionales asociados con cada paso del 
ciclo de translocación. 


Palabras clave 
translocación oligosacáridos N-ligados 594 
cotraduccional 582 complejo de poro nuclear 
dislocación 600 


(CPN) 615 
receptor de transporte 

nuclear 618 
oligosacáridos O-ligados 594 
translocación 

postraduccional 584 
proteína disulfuro isomerasa 597 
proteína Ran 618 
RE rugoso 580 


dolicol fosfato 595 

nucleoporinas FG 615 

poro de importación general 604 

perfil de hidropatía 593 

microsomas 580 

chaperonas moleculares 585 

proteínas de membrana de paso 
múltiple 588 


622 CAPÍTULO 13 * El movimiento de proteínas en membranas y orgánulos 


. secuencia de detención 
secuencia de 


señalización-anclaje 588 
partícula de reconocimiento 

de la señal (PRS) 582 
secuencias de señalización 

(captación-direccionamiento 
proteínas de membrana 

de paso único 587 


de la transferencia anclaje 588 
secuencias topogénicas 587 Ñ 
topología (proteína de 

membrana) 587 

) 579 translocón 583 
complejo carga 

trimolecular 619 
respuesta a proteína 

no plegada 599 


Revisión de los conceptos 


1. Los siguientes resultados se obtuvieron en estudios iniciales sobre 


la traducción de proteínas secretoras. Sobre la base de lo que sabemos 
actualmente acerca de este proceso, explique la razón por la cual se ob. 
servó cada resultado. (a) Un sistema de traducción in vitro consistente 
solo en mRNA y ribosomas dio como resultado proteínas secretoras de 
mayor tamaño que la proteína idéntica, cuando se la traducía en una 
célula. (b) Un sistema similar que también incluyó microsomas produ- 
jo proteínas secretoras de tamaño idéntico a las presentes en la célula, 
(c) Cuando se añadieron los microsomas, después de la traducción in 
vitro, las proteínas sintetizadas nuevamente fueron de mayor tamaño 
que las desarrolladas en una célula. 


2. Describa la fuente o las fuentes de energía necesarias para la trans- 
locación unidireccional a través de la membrana en (a) una transloca- 
ción cotraduccional al interior del retículo endoplasmático (RE); (b) la 
translocación postraduccional al interior del RE; (c) la translocación al 
interior de la matriz mitocondrial. 


3. La translocación a la mayoría de los orgánulos habitualmente requie- 
re la actividad de una o más proteínas citosólicas. Describa la función 
básica de 3 factores citosólicos diferentes, requeridos para la translo- 


cación al interior del RE, las mitocondrias y los peroxisomas, respec- 
tivamente. 


4. Describa los principios típicos empleados para identificar las se- 
cuencias topogénicas dentro de las proteínas, y de qué modo éstos 
pueden ser usados para desarrollar algoritmos de computación. ¿De 
qué manera la identificación de las secuencias topogénicas conduce a la 
predicción de la disposición en la membrana de una proteína de paso 
múltiple? ¿Cuál es la importancia de la disposición de las cargas positi- 
vas con relación a la orientación de la membrana de una endia de 
señalización-anclaje? 

5. Una abundancia de proteínas mal 


legad -0MÓ 
resultado la activación de la res de e a 


vn puesta a las proteínas no plegadas y las 
sracación en el RE, ¿La respuesta a las proteínas no plegadas 


disminu ¡ A 

a Fi O de proteínas no plegadas y altera la expresión 

de a FS de genes? ¿Cuál es una de las maneras en la cual la 
5 asociada al RE puede identificar las proteínas mal plega- 


das Por z 1 1; ] ., , l ] : das al cit plas 
“e 


6. Se han ais] 
, ado mutantes de levaduras sensibles a la temperatura 
que bloquean cada uno de los 


cursor oligosacárido dolico] 
una explicación por la cual 
del intermediario con la es 


pasos enzimáticos de la síntesis del pre- 
para la glucosilación N-ligada. Propong 
las mutaciones que bloquean las síntesis 
tructura dolicol-PP-(GIcNAc),Man, ev) 


ta por completo la adición de cadenas de oligosacáridos, N-ligadas a 


las proteínas secretoras, mientras que las mutaciones que bloquean la 


conversión de este intermediario en el precursor completo —dolicol- 
pp-(GIeNAc),Man,Glc,- permite la adición de las cadenas de oligosa- 
cáridos N-ligados a las glucoproteínas secretoras. 

7. Nombre 4 proteínas diferentes que facilitan la modificación o el ple- 
gamiento de las proteínas secretoras dentro de la luz del RE. Indique 
cuáles de estas proteínas modifican de modo covalente las proteínas 
sustrato y cuál lleva a cabo solo cambios de conformación en las pro- 


teínas sustrato. 


8. Describa qué le ocurriría al precursor de una proteína de la matriz 
mitocondrial en los siguientes tipos de mutantes mitocondriales: (a) 
una mutación en el receptor de la señal Tom22; (b) una mutación en el 
receptor de la señal Tom70; (c) una mutación en la Hsc70 de la matriz 
y (d) una mutación en la peptidasa señal de la matriz. 


9. Describa las similitudes y diferencias entre el mecanismo de impor- 
tación a la matriz de la mitocondria y del estroma del cloroplasto. 


10. Programe un conjunto de experimentos que empleen proteínas 
quiméricas, compuestas de una proteína precursora mitocondrial 
fusionada con la dihidrofolato reductasa (DHFR), que podrían utili- 
zarse para determinar cuánta proteína precursora debe sobresalir a la 
matriz de la mitocondria para que la secuencia de direccionamiento 
hacia la matriz sea escindida por la proteasa de procesamiento en la 
matriz. 

11. Los peroxisomas contienen enzimas que emplean el oxígeno mole- 
cular para oxidar varios sustratos, pero en el proceso se forma peróxido 
de hidrógeno —un compuesto que puede dañar al DNA y las proteínas—. 
¿Cuál es el nombre de la enzima que produce la degradación del pe- 
róxido de hidrógeno a agua? ¿Cuál es el mecanismo de importación de 
esta proteína al peroxisoma y qué proteínas están involucradas? 


12. Suponga que ha identificado una nueva línea celular mutante que 


carece de peroxisomas funcionales. Describa cómo podría determinar 


experimentalmente si la mutante es primariamente defectuosa para la 


inserción/ensamblado de proteínas de la membrana del peroxisoma O 
proteínas de la matriz. 

ión nuclear de proteínas superiores a 40 kDa requiere 
ecuencias de aminoácidos? Describa el mecanismo 
¿Cómo son capaces los receptores de transpor- 


13. ¿La importac 
la presencia de qué s 
de importación nuclear. 


te nuclear de atravesar el complejo de poro nuclear? 
-GAP en el núcleo y 


14. ¿Por qué es necesaria la localización de la Ran 
e unidireccional de 


de la Ran-GEF en el citoplasma para el transport 
proteínas carga que contengan una SEN? 


Análisis de los datos 


n la translocación 
tina. Emplean- 
n la Figura 
trolar la 
tizan. 
ión 


1. Imagine que está evaluando los pasos iniciales e 
y el procesamiento de las proteínas de secreción prolac 
do un enfoque experimental similar al que se muestra € 
13-7, puede utilizar mRNA de prolactina truncada para con 
longitud de los polipéptidos de prolactina naciente que se sinte 


Cuando el mRNA de prolactina que carece de codón de terminac 
la terminación del polipéptido recién 


(detención) se traduce in vitro, 
luido en el mRNA permanecerá 


sintetizado con el último codón inc 


unida al ribosoma; esto permitirá que se extienda un polipéptido de 
longitud definida desde el ribosoma. Usted ha generado un conjunto 
de mRNA que codifican segmentos de la porción N-terminal de la 
prolactina con longitud creciente, y cada mRNA puede ser traducido 
in vitro por un extracto de traducción citosólico que contiene riboso- 
mas, tRNA, aminoacil-tRNA sintetasas, GTP y factores de iniciación 
de la traducción y de elongación. Cuando se incluyen aminoácidos 
radiomarcados en la mezcla de traducción, solo el polipéptido codi- 
ficado por el mRNA añadido estará marcado. Después de completar 
la traducción, cada mezcla de reacción se separó por electroforesis en 
gel de poliacridamida-SDS, y los polipéptidos marcados se identifica- 
ron por autorradiografía. 

a. El autorradiograma que se exhibe más abajo muestra los resul- 
tados de un experimento en el cual cada reacción de traducción fue 
llevada a cabo en presencia (+) o en ausencia (-) de membranas mi- 
crosomales. Sobre la base de la movilidad en gel de los péptidos sinteti- 
zados, en presencia de microsomas o en ausencia de éstos, deduzca cuál 
deberá ser la longitud de la cadena naciente de prolactina para que el 
péptido señal de la prolactina ingrese en la luz de RE y sea segmentado 
por la peptidasa señal. (Nótese que los microsomas llevan cantidades 
significativas de PRS unidas débilmente a las membranas.) 
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b. Dada esta longitud, ¿qué podría concluir acerca de los estados 
conformacionales del polipéptido de prolactina naciente cuando se 
segmenta por acción de una peptidasa señal? Serán útiles las siguientes 
longitudes para sus cálculos: la secuencia señal de la prolactina se seg- 
menta después del aminoácido 31; el canal dentro del ribosoma, ocu- 
pado por un polipéptido naciente, tiene aproximadamente 150 Á; una 
bicapa de membrana tiene aproximadamente un grosor de 50 A; en 
los polipéptidos con conformación helicoidal Q, un residuo se extiende 
1,5 Á, mientras que en los polipéptidos completamente extendidos, un 
residuo se extiende aproximadamente 3,5 Á. 


c. El experimento descrito en la parte (a) es llevado a cabo de ma- 
nera idéntica, excepto porque las membranas microsomales no están 
presentes durante la traducción, pero se agregan después de que ésta 
se ha completado. En este caso, ninguna de las muestras exhibe una 
diferencia de la movilidad en presencia de microsomas por ausencia 
de éstos. ¿Qué puede concluir acerca de por qué la prolactina puede ser 
translocada a los microsomas aislados después de la traducción? 


d. En otro experimento, cada reacción de traducción fue llevada 
a cabo en presencia de microsomas; luego, las membranas de los mi- 
crosomas y los ribosomas unidos se separaron de los ribosomas libres 
y de las proteínas solubles por centrifugación. Para cada reacción de 
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o la reacción total (T) como la fracción 


de membrana (M), en carriles vecinos de un gel. Sobre la base de las 
cantidades de polipéptido marcado en las fracciones de membrana, 
en la autorradiografía que se muestra más abajo, deduzca qué longt- 
tud deberá tener la cadena de prolactina naciente para que los riboso- 
mas comprometidos en la traducción incluyan la PRS y, por lo tanto, 


an a las membranas micr 
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2. Recientemente, los investigadores descubrieron que al tratar las cé- 
lulas de mamífero con juniferdina, un compuesto derivado de los ve- 
getales, se afecta la secreción proteica, y han informado que la diana de 
esta droga es una proteína disulfuro isomerasa (PDI). En el siguiente ex- 
perimento, las células pancreáticas B fueron tratadas con la juniferdina, 
y los lisados proteicos se aislaron y compararon con lisados de células 
no tratadas, mediante el análisis de inmunotransferencia. Las sondas de 
transferencia con anticuerpos contra PDI (57 kDa), actina (43 kDa) y 
proinsulina (9,8 kDa) muestran lo siguiente: 


Se go 
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Proinsulina 


a. Puesto que aproximadamente la misma cantidad de proteínas se 
cargó en cada carril, como se evidencia por las señales de actina, ¿cómo 
explicaría el hecho de que los niveles de PDI también aparecen como 


los mismos, mientras que la mayoría de la proinsulina permanece acu- 
mulada en las células tratadas con la juniferdina? 


b. Para confirmar sus resultados, se separaron lisados proteicos de 
células tratadas y no tratadas con juniferdina mediante SDS-PAGE y se 


tr ¡ ; En 
ansfirieron a membranas; luego, se hicieron pruebas con anticuerpos 
contra lrel y Hacl. 
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on juniferdina en la transferencia B? 


La marca 
análisis. ¿Cómo explica el increm 
se observa en las células tratadas C 

c. Un análisis de inmunocitoquímica y microscopia de fluorescen- 
cia fue llevado a cabo con el anticuerpo utilizado en la transferencia B 
y un segundo anticuerpo marcado con rodamina (rojo). Puesto que la 
juniferdina afecta de modo específico la PDI, una proteína residente 
en el RE rugoso (RER), ¿cómo explica la localización de la señal en el 


núcleo? 
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a. Utilizand 
baleado. a este enfoque, los investigadores han dete 
a celular de las proteínas Tim y Tom, emplea 
pa € proteínas a la mitocondria. En el dibujo de 
ce má A 
e más abajo, las marcas de las partículas de OrO 


la localización de T; 
e T 0 
siones? 1m44 y Tom40. ¿Qué le haría llegar a estas y 


Mitocondria 


b. El desarrollo, mediante ingeniería genética, del extremo N-ter- 


minal de la deshidrogenasa alcohólica (ADH) en una proteína citosó- 


lica altera la localización de dicha proteína. La siguiente transferencia 
se observó cuando las células se transfectaron con una construcción 
quimérica de ADH-actina y las proteínas fueron aisladas del citosol y 
las mitocondrias. Los anticuerpos contra la actina (43 kDa), la proteína 
citosólica GAPDH (37 kDa) y la proteína de la membrana interna de 


la mitocondria succinato deshidrogenasa A (72 kDa) se emplearon en 
el análisis. 
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¿Cómo explica la presencia de la actina en dos conjuntos subcelulares 
distintos de proteínas? ¿Cómo explica que haya la misma masa mole- 
cular en ambos conjuntos? Si la transferencia fuera cortada y vuelta a 
ensayar con un anticuerpo contra el extremo N-terminal de la deshi- 
drogenasa alcohólica, ¿dónde esperaría encontrar la señal? 


c. El cianuro es tóxico para las células porque inhibe un complejo 
proteico mitocondrial específico, causante de la producción del ATP. 
Un experimento como el que se describió más arriba fue repetido, y los 
resultados se compararon con aquellos para células expuestas al cia- 
nuro de hidrógeno. Los siguientes son los resultados del análisis de la 
inmunotransferencia: 
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¿Cómo explica el desplazamiento aparente de la masa molecular de la 
actina en la fracción mitocondrial de las células tratadas con cianuro? 
Note que hay un desplazamiento similar en la masa de la succinato des- 
hidrogenasa A control. ¿Qué esperaría observar en las transferencias si 
las células tratadas con cianuro se suplementaran con ATP? 
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mcrofotografía electrónica de barrido que muestra la formación de vesículas 


ubiertas de clatrina sobre la cara citosólica de la membrana plasmática. (John 
ser Washington University School of Medicine) 


n el capítulo anterior hemos explorado el modo en que las proteí- 

nas se etiquetan y translocan a través de las membranas de varios 

orgánulos intracelulares que incluyen el retículo endoplasmático, 
las mitocondrias y los cloroplastos, los peroxisomas y el núcleo. En este 
capítulo centraremos nuestra atención en la vía secretora y en los me- 
canismos del tránsito vesicular que permiten que las proteínas se secre- 
ten desde la célula o lleguen a la membrana plasmática y al lisosoma. 
También analizaremos los procesos relacionados de la endocitosis y de 
la autofagia que emplean las proteínas de moléculas pequeñas desde el 
exterior de la célula o desde el citoplasma hacia el interior del lisosoma 
para su degradación. 

La vía secretora lleva tanto proteínas solubles como proteínas de 
membrana desde el RE hasta su destino final en la superficie celular o 
en el lisosoma. Las proteínas entregadas a la membrana plasmática in- 
cluyen los receptores de la superficie celular, los transportadores para la 
Captación de nutrientes y los canales iónicos que mantienen el equilibrio 
iónico y electroquímico adecuado a través de la membrana plasmática. 
Estas proteínas de membrana, una vez que han alcanzado la membrana 
plasmática, quedan incrustadas en ella. Las proteínas solubles secretadas 
también siguen la vía secretora hasta la superficie de la célula, pero, en 
lugar de quedar insertadas en la membrana, se liberan hasta el ambiente 
acuoso extracelular. Ejemplos de proteínas secretadas son las enzimas 
digestivas, las hormonas peptídicas, las proteínas del suero y el colágeno. 
Como se describió en el Capítulo 9, el lisosoma es un orgánulo con un 
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interior ácido, empleado, generalmente, para degradar proteínas inne- 
cesarias y para almacenar moléculas pequeñas como los aminoácidos. 
De acuerdo con ello, los tipos de proteínas que llegan a la membrana 
del lisosoma incluyen las subunidades de la bomba protónica de clase V 
que bombea H' del citosol a la luz ácida del lisosoma, así como los trans- 
portadores que liberan moléculas pequeñas almacenadas en el lisosoma 
al interior del citoplasma. Las proteínas solubles entregadas por esta vía 
incluyen las enzimas digestivas lisosómicas como proteasas, glucosida- 
sas, fosfatasas y lipasas. 

A diferencia de la vía secretora, que permite que las proteínas sean 
dirigidas a la superficie de la célula, la vía endocítica se emplea para 
captar sustancias desde la superficie de la célula y hacerlas mover hacia 
su interior. La vía endocítica se emplea para ingerir ciertos nutrientes 
que son demasiado grandes para ser transportados a través de la mem- 
brana plasmática por uno de los mecanismos de transporte analizados 
en el Capítulo 11; por ejemplo, la vía endocítica se emplea en la capta- 
ción de colesterol transportado en las partículas de LDL y de los áto- 
mos de hierro transportados por la proteína transferrina que une hie- 
rro; además, puede emplearse para eliminar proteínas receptoras de la 
superficie celular como manera de regular negativamente su actividad. 

Un principio unificador gobierna todo el movimiento de las pro- 
teínas en las vías secretora y endocítica: el transporte de las proteínas 
de membrana insolubles de un compartimiento limitado por mem- 
brana a otro está mediado por vesículas de transporte que reúnen 
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a) ANIMACIÓN GENERAL: Secreción de las proteínas 


FIGURA 14-1 Panorama de las vías 
secretora y endocítica de la clasificación 
de las proteínas. Vía secretora: la síntesis 
de proteínas que llevan una secuencia de 
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las proteínas “carga” en vesículas que surgen de las membranas de un 
compartimiento y, luego, entregan estas proteínas carga al compar- 
timiento siguiente al fusionarse con la membrana de ese comparti- 
miento. Es importante destacar que, a medida que las vesículas de 
transporte forman brotes desde una membrana y se fusionan con la 
siguiente, la misma cara de la membrana permanece orientada hacia 
el citosol; por lo tanto, una vez que una proteína se ha insertado en la 
membrana o en la luz del RE puede ser llevada a lo largo de toda la vía 
secretora moviéndose de un orgánulo al siguiente sin ser translocada 
a través de otra membrana ni alterar su orientación dentro de ella. De 
modo similar, la vía endocítica emplea el tránsito de vesículas para 
transportar las proteínas de la membrana plasmática al endosoma y 
al lisosoma, y preserva, de esta manera, su orientación en la mem- 
brana de estos orgánulos. La Figura 14-1 muestra las vías secretoras y 
endocíticas principales de la célula. 

Reducida a sus elementos más simples, la vía secretora opera en 
dos etapas. La primera de ellas ocurre en el retículo endoplasmático 
rugoso (RE) (Fig. 14-1, paso EM). Como se describió en el Capítulo 
13, las proteínas solubles y de membrana recién sintetizadas se trans- 
locan dentro del RE, donde se pliegan en su conformación adecuada 
y se modifican covalentemente por la adición de hidratos de carbono 
ligados al N o al O y por puentes disulfuro. Una vez que las proteínas 
recién sintetizadas se han plegado adecuadamente y han recibido sus 
modificaciones correctas en la luz del RE, avanzan a la segunda etapa 
de la vía de secreción y se transportan hacia el aparato de Golgi y a 
través de él. 

La segunda etapa de la vía secretora puede ser resumida de la si- 
guiente manera: en el RE, las proteínas carga son empaquetadas en 
vesículas anterógradas (que se mueven hacia adelante) (Fig. 14-1, 
paso EJ). Estas vesículas se fusionan para formar un compartimiento 
aplanado, limitado por membrana, conocido como red cis-Golgi o 
cisterna cis-Golgi (una cisterna es un contenedor de agua o de otro 
líquido). Ciertas proteínas, principalmente las proteínas que funcio- 
nan en el RE, pueden recuperarse de la cisterna cis-Golgi al RE por 
medio de un conjunto distinto de vesículas de transporte retrógradas 
(que se mueven hacia atrás) (paso EJ). De una forma que asemeja una 
línea de ensamblaje, una nueva cisterna cis-Golgi con sus proteínas 
carga se mueve físicamente de la posición cis (la más cercana al RE) a 
la posición trans (la más distante al RE), volviéndose sucesivamente, 
en primer lugar, una cisterna de Golgi medial y, luego, una cisterna 
de Golgi trans (paso EJ). Este proceso, conocido como maduración de 
la cisterna, implica primariamente vesículas de transporte retrógra- 
das (paso El) que mueven enzimas y otras proteínas residentes en el 
aparato de Golgi de cisternas tardías a cisternas tempranas de Golgi, 
“madurando”, por lo tanto, las cis-Golgi a Golgi medial y las Golgi me- 
dial a Golgi trans. A medida que las proteínas que serán secretadas se 
mueven a través del aparato de Golgi, pueden recibir modificaciones 
adicionales con hidratos de carbono unidos por glucosilo-transfera- 
sas que se encuentran albergadas en diferentes compartimientos del 
aparato de Golgi. 

Las proteínas de la vía secretora pasan, finalmente, a una red 
compleja de membranas y vesículas llamada red trans-Golgi (RTG). 
La RTG es un punto de ramificación central en la vía secretora. En 
este punto, las proteínas se cargan en diferentes tipos de vesículas y, 
por lo tanto, se dirigen a distintos destinos. Dependiendo del tipo de 
vesícula en el que se cargue la proteína, esta será transportada a la 
membrana plasmática y secretada de inmediato, almacenada para su 
liberación posterior o dirigida al lisosoma (pasos B1-E]). El proceso 


por el cual una vesícula se mueve hacia la membrana plasmática y se 
fusiona con ella liberando su contenido se conoce como exocitosis. 
En todos los tipos celulares, al menos algunas proteínas se secretan 
continuamente, mientras que otras se almacenan dentro de la célula 
hasta que una señal de exocitosis provoca su liberación. Las proteí- 
nas secretoras destinadas a los lisosomas son transportadas, primero, 
por vesículas desde la red trans-Golgi hasta un compartimiento, lla- 
mado habitualmente endosoma tardío; luego, las proteínas se trans- 
fieren al lisosoma por fusión directa del endosoma con la membrana 
del lisosoma. 

La endocitosis se relaciona mecánicamente con la vía de secreción. 
En la vía endocítica, las vesículas brotan hacia el interior desde la mem- 
brana plasmática trayendo hacia el interior de la célula proteínas de 
membrana y sus ligandos unidos (véase la Fig. 14-1, derecha). Después 
de internalizarse por endocitosis, algunas proteínas se transportan a 
los lisosomas por medio del endosoma tardío, mientras que otras son 
recicladas nuevamente a la superficie celular. 

En este capítulo analizaremos, primero, las técnicas experimentales 
que han contribuido a nuestro conocimiento de la vía secretora y de la 
endocitosis. Nos enfocaremos, luego, en los mecanismos generales de la 
formación de vesículas de membrana y de su fusión. Después veremos 
que, aunque diferentes tipos de vesículas de transporte utilizan dife- 
rentes conjuntos de proteínas para su formación y su fusión, todas ellas 
emplean el mismo mecanismo general para brotar, seleccionar conjun- 
tos particulares de moléculas carga y fusionarse con la membrana dia- 
na apropiada. En las secciones restantes del capítulo analizaremos los 
estadios temprano y tardío de la vía de secreción, incluyendo el modo 
en que la especificidad de la selección de los diferentes destinos se logra, 
y concluiremos con un debate acerca del modo en que las proteínas se 
transportan hacia los lisosomas mediante la vía endocítica. 


14.1 Técnicas para el estudio de la vía secretora 


La clave para comprender el modo en que se transportan las proteí- 
nas a través de los orgánulos de la vía secretora ha sido desarrollar 
una descripción básica de la función de las vesículas de transporte. 
Muchos componentes requeridos para la formación y la fusión de las 
vesículas de transporte se han identificado en la década pasada por la 
notable convergencia de los enfoques genético y bioquímico, que se 
describirán en esta sección. Todos los estudios del movimiento intra- 
celular de proteínas emplean algún método para ensayar el transporte 
de una proteína dada desde un compartimiento hacia otro. Comen- 
zaremos por describir el modo en que puede hacerse el seguimiento 
del transporte intracelular de las proteínas en las células vivas, y con- 


sideraremos luego los sistemas genéticos in vitro, que han mostrado 
ser útiles para dilucidar la vía secretora. 


El transporte de una proteína a través de la vía 
secretora puede ser ensayado en las células vivas 


Los estudios clásicos de G. Palade y sus colegas en la década de 1960 
establecieron inicialmente el orden en el cual se mueven las proteínas 
desde un orgánulo hasta el siguiente en la vía secretora. Estos estudios 
pioneros mostraron también que las proteínas secretoras nunca se li- 
beran al citosol, la primera indicación de que las proteínas transporta- 
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das siempre están asociadas con algún tipo de intermediario limitado 
por membrana. En estos experimentos, que combinaron el marcado 
de pulso y caza (véase la Fig. 3-40) y la autorradiografía, aminoáci- 
dos marcados radiactivamente se inyectaron en páncreas de hámsteres. 
después de la inyección, los animales fueron 


En diferentes momentos, 
sacrificados y las células pancreática fueron fijadas de inmediato con 
glutaral, cortadas y sometidas a autorradiografía para visualizar la lo- 
calización de las proteínas radiomarcadas. Dado que los aminoácidos 
radiactivos se administraron en un pulso corto, solo aquellas proteínas 
sintetizadas inmediatamente después de la inyección estaban marcadas, 
formando una cohorte distintiva de proteínas marcadas cuyo transpor- 
te podía ser detectado; además, dado que las células acinosas pancreá- 
ticas son células dedicadas a la secreción, casi todos los aminoácidos 
marcados de estas células se incorporaron a proteínas que serían se- 
cretadas, lo cual facilitó la observación de las proteínas transportadas. 

Si bien la autorradiografía se emplea actualmente en raras Oca- 
siones para localizar proteínas en el interior de las células, estos ex- 
perimentos iniciales ilustraron los dos requisitos básicos para cual- 
quier ensayo de transporte intercompartimental. En primer lugar, es 
necesario marcar una cohorte de proteínas en un compartimiento 
inicial de modo tal que su posterior transferencia a compartimientos 
posteriores pueda ser seguida en el tiempo. En segundo término, es 
necesario tener un modo de identificar el compartimiento en el cual 
reside una proteína marcada. Aquí describimos dos procedimientos 
experimentales modernos para observar el tránsito intracelular de 
una proteína que sería secretada en casi cualquier tipo celular. 

En ambos procedimientos, un gen que codifica una glucoproteína de 
membrana abundante (la proteína G) del virus de la estomatitis vesicu- 
lada (VSV) se introdujo a un cultivo de células de mamífero por trans- 
fección o, simplemente, infectando las células con el virus. Las células 


tratadas, aun si no están especializadas para la secreción, sintetizan rápi- 
damente la proteína G del VSV en el RE comio proteinas dE secreción ce- 
lular normal. El uso de un mutante que codifica una proteína G del Vsy 
sensible a la temperatura permite a los investigadores activar el transpor- 
te posterior de esta proteína O desactivarlo. A la temperatura restrictiva 
de 40 *C, la proteína G del VSV recién sintetizada estará mal plegada 
y, por lo tanto, quedará retenida dentro del RE por los mecanismos de 


control de calidad analizados en el Capítulo 13, mientras que a la tem- 
oC, la proteína estará plegada correctamente y 


ía secretora a la superficie de la célula, Es 
nto inadecuado de la proteína G 
ersible; así, si las células que sin- 
acen crecer a 40 *C y, luego, se 
VSV mal plegada que se había 
e transportará normalmente. 
le a la temperatura define, en 
posterior puede seguirse. 


peratura permisiva de 32 
se transportará a través de la v 
importante considerar que el plegamie 
del VSV sensible a la temperatura es rev 
tetizan la proteína G del VSV mutante se h 
cambian a 32 *C, la proteína G mutante de 
acumulado en el RE volverá a plegarse y $ 
Este uso inteligente de una mutación sensib 


efecto, una cohorte proteica cuyo transporte 
En dos variaciones de este procedimiento básico, el transporte de 


la proteína G del VSV es monitorizado mediante técnicas diferentes. 
Tanto los estudios que emplearon estos ensayos de seguimiento del 
tránsito modernos como los experimentos iniciales de Palade llegaron 
a la misma conclusión: en las células de mamífero, el transporte de una 
molécula de proteína mediado por vesículas desde su sitio de síntesis en 
el RE rugoso hasta su llegada a la membrana plasmática consume entre 


treinta y sesenta minutos. 


La microscopia de la proteína G del VSV marcada con PFV Un en- 
foque empleado para observar el transporte de la proteína G del VSV 
emplea un gen híbrido en el cual el gen del virus se fusiona con un 
gen que codifica para la proteína fluorescente verde (PFV), una proteí- 


9) VIDEO: Transporte de la PFV del VSVG a través de la vía secretora 


180 min 


(a) 
0 min 40 min 


RE. —————————> Aparato 3 Membrana 
de Golgi plasmática 


FIGURA EXPERIMENTAL 14-2 El transporte de proteínas a través de la 
vía secretora puede verse mediante la microscopía de fluorescencia 

de las células que producen la proteína de membrana marcada con 

la PFV. Las células cultivadas fueron transfectadas con un gen híbrido que 
codifica la glucoproteína de la membrana del virus VSV G ligada al gen para 

la proteína fluorescente verde (PFV). Una versión mutante del gen del virus se 
usó de modo tal que la proteína híbrida recién sintetizada (VSVG-PFV) quedaba 
retenida en el RE a 40 “C pero se liberaba para el transporte a 32 “C. (a) 
Microfotografías de fluorescencia de las células justo antes y en dos ocasiones 
después de haber sido cambiadas a la temperatura más baja El movimiento 
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de la VSVG-PFV del RE al aparato de Golgi y, hnalmente, a la superficie celular 

ocurrió en 180 rninutos. La barra de la escala esde5 pe (b) En de los 

niveles de VSVG-PFV en el retículo endoplasmático (RE), el si ; , ps pe ¡ 

y la membrana plasmática (MP) en diferentes momentos pe e 

a la temperatura más baja. La cinética de transporte de un les be 

puede reconstrurrse a partir de un análisis por computadora A tos datos. El 

descenso en la fluorescencia total que se produce en amen CeteriaES 

Ria resulte de la lenta inactivación de la pri la PFV 
oma anifer Uippincor-Schwartz y Koret Hirschberg, Metabolismm Branch, National Institute Of 


Child Health and Human [ revelopment) 
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na fluorescente natural (Cap. 9). El gen híbrido se transfecta a células 
cultivadas mediante las técnicas descritas en el Capítulo 5. Cuando 
las células que expresan la forma de la proteína híbrida sensible a la 
temperatura (VSVG-PEV) se hacen crecer a temperatura restrictiva se 
acumula la VSVG-PEV en el RE, donde aparece como una red de encaje 
de membranas cuando se observan las células en un microscopio de 
fluorescencia. Luego, cuando las células se cambian a una temperatura 
permisiva, puede verse que la VSVG-PFV se mueve primero a las mem- 
branas del aparato de Golgi que están densamente concentradas en el 
borde del núcleo y, luego, a la superficie celular (Fig. 14-2a). Al obser- 
var la distribución de la VSVG-PFV en diferentes momentos después 
de cambiar las células a temperatura permisiva, los investigadores han 
determinado durante cuánto tiempo la VSVG-PFV permanece en cada 
orgánulo de la vía de secreción (Fig. 14-2b). 


Detección de las modificaciones con oligosacáridos específicos 
en compartimientos Una segunda manera de seguir el transporte de 
las proteínas que serán secretadas aprovecha las modificaciones de las 
cadenas laterales de hidratos de carbono que se producen en diferen- 
tes etapas de la vía secretora. Para comprender este enfoque, recuér- 


(a) RE Cis-Golgi 


Recorte de 
la manosa 
—_—_— 


| Extracción de glucoproteína | 


Mang(GIcNAc)) Mans(GIcNAc), 
Sin fragmentación, resistente 
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FIGURA EXPERIMENTAL 14-3 El transporte de una glucoproteína de 
membrana del RE al aparato de Golgi puede ser analizado sobre la 


base de su sensibilidad al corte por la endoglucosidasa D. Las células 
el VSV sensible a la temperatura (VSVG) 


de aminoácidos radiactivos a la temperatura 
no permisiva, de modo tal que la proteína marcada se retuvo en el RE.A 
tiempos periódicos después del retorno a la temperatura permisiva de 32”C, 
la VSVG se extrajo de las células y se digirió con la endoalucosidasa D. (a) A 
medida que las proteínas se mueven al cis-Golgi desde el RE, el oligosacárido 
central Man,(GICNAc), es recortado a Man, (GIcNAc), por enzimas que residen 
en el compartimiento cis-Golgi. La endoglucosidasa D corta cadenas de 
oligosacáridos de las proteínas procesadas en el cis-Golgi, pero no de las 


que expresan una proteína Gd 
fueron marcadas con un pulso 


dese que muchas proteínas secretadas que dejan el RE contienen una 
copia o más del oligosacárido unido a N Man,(GIcNAc),, que es sin- 
tetizado y unido a las proteínas que serán secretadas en el RE (véase la 
Fig. 13-18). A medida que la proteína se mueve a través del complejo 
de Golgi, diferentes enzimas localizadas en las cisternas de Golgi cis, 
medial y trans catalizan una serie ordenada de reacciones a estas cade- 
nas centrales de Man, (GIcNAc),, según se analizará en la última sec- 
ción de este capítulo; por ejemplo, las glucosidasas que residen espe- 
cíficamente en el compartimiento cis-Golgi secuencialmente cortan 
los residuos de manosa del oligosacárido central para producir una 
forma “recortada”, la Man, (GIcNAc),. Los científicos pueden emplear 
una enzima especializada que escinde hidratos de carbono, conocida 
como endoglucosidasa D, para distinguir las proteínas glucosiladas 
que permanecen en el RE de aquellas que han entrado al cis-Golgi: los 
oligosacáridos cis-Golgi específicos recortados son separados de las 
proteínas por la endoglucosidasa D, mientras que los oligosacáridos 
centrales (no recortados) de las proteínas de secreción que se encuen- 
tran dentro del RE son resistentes a la escisión que realiza esta enzima 
(Fig. 14-3a). Dado que una proteína desglucosilada producida por 
la digestión de la endoglucosidasa D se mueve más rápido en un gel 
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proteínas en el RE. (b) Electroforesis en gel SDS de la mezcla de digestión que 
resuelve las formas resistente, no escindida (de migración más lenta) y sensible 
escindida (de migración más rápida) de la VS9VG marcada. Como pe le ; 
electroforetograma, inicialmente toda la VSVG era resistente a la digestión 
pero, con el tiempo, una mayor fracción fue sensible a la digestión reflejando 
la proteína que se transportó del RE al aparato de Golgi y sé Oc entl 

En las células control, mantenidas a 40 *C, solo la VSV de movimiento ler 
resistente a la digestión se detectó después de 60 minutos (no se muestra). (c) 
Gráfico de la proporción de VSVG que es sensible a la digestión derivada de los 


datos electroforéticos que revela el curso temporal del transporte RE > Golgi. 0 
(De €. J Beckers y cols, 1987, Cell, 50:523) 
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osilada correspondiente, estas proteínas 


de SDS que la proteína gluc 


pueden distinguirse con rapidez (Fig. 14- 3b). 
Este tipo de ensayo puede emplearse para rastrear el movimiento de 


la proteína G del VSV en células infectadas por virus mediante pulsos 
de marcaje con aminoácidos radiactivos. Inmediatamente después del 
marcado, todas las proteínas U marcadas del VSV aún se encontrarán 
en el RE, y en el momento de la extracción serán resistentes a la 
digestión por la endoglucosidasa D, pero, con el tiempo, la fracción 
de la glucoproteína extraída sensible a la digestión aumentará. Esta 
conversión de la proteína G del VSV de una forma resistente a la 
endoglucosidasa D a una forma sensible a esta enzima corresponde al 
transporte vesicular de la proteína desde el RE hasta el cis-Golgi. Nótese 
que el transporte de la proteína G del VSV del RE al aparato de Golgi 
consume aproximadamente treinta minutos, según fue medido por el 
ensayo basado en el procesamiento de oligosacáridos o de acuerdo con 
la microscopia de Ñuorescencia hecha de la VSVG-PEV (Fig. 14-3c). Se 
han desarrollado una diversidad de ensayos basados en modificaciones 
específicas de los hidratos de carbono que ocurren en compartimientos 
tardíos del aparato de Golgi para medir la progresión de la proteína G 
del VSV a través de cada etapa del aparato de Golgi. 


Los mutantes de levaduras definen etapas 
principales y muchos componentes del transporte 


de las vesículas 


La organización general de la vía secretora y muchos de los componentes 
moleculares requeridos para el transporte de las vesículas son similares 
en todas las células eucariontes. Dada esta conservación, los estudios 
genéticos con levaduras han resultado de utilidad para confirmar la 
secuencia de pasos de la vía secretora y para identificar muchas de las 
proteínas que participan en el tránsito vesicular. Si bien las levaduras 
secretan pocas proteínas en el medio de crecimiento, continuamente 
secretan varias enzimas que permanecen en el estrecho espacio entre la 
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FIGURA EXPERIMENTAL 14-4 Fenotipos de las mutantes sec de las 
levaduras que identifican cinco etapas de la vía de secreción. Estos 
mutantes sensibles a la temperatura pueden agruparse en cinco clases, de 
acuerdo con el sitio en que se acumulan las proteínas por ser secretadas recién 


CAPÍTULO 14 » Tráfico, secreción y endocitosis vesiculares 


632 


vesículas desde 


la pared celular. La mejor estudiada de ellas la 


invertasa, hidroliza el disacárido sacarosa a glucosa y fructosa, 

Un gran número de levaduras mutantes S€ identificaron inicialmeny, 
sobre la base de su capacidad para secretar proteínas a una temperatura 
y su incapacidad de hacerlo a otra tempersónt a más elevada, ny 
estas mutantes de secreción (sec) se transfieren 
desde la temperatura más baja hacia la más alta acumulan proteínas de 

la vía bloqueada por la mutación. El análig;, 


secreción en el punto de ) 
o clases (A-E), caracterizadas por la 


de estas mutantes identificó cinc 
citosol, el RE rugoso, pequeñas vesículas 


acumulación de proteína en el : , Pe 
que llevaban proteínas del RE al complejo de Golgi, cisternas de Golg; 
(Fig. 14-4). La caracterización 


o vesículas de secreción constitutivas 
ulterior de las mutantes sec en las diferentes clases ha ayudado a elucidar 


los componentes fundamentales y los mecanismos moleculares del 
movimiento de las vesículas que analizaremos en secciones posteriores, 
Para determinar el orden de los pas 


membrana plasmática Y 


permisiva. Cuando 


os en la vía, los investigadores 


analizaron mutantes dobles sec por ejemplo, cuando las levaduras 
contienen mutaciones en las funciones de clase D tanto como en las de 
clase B, se acumulan proteínas en el RE rugoso, no en las cisternas de 
Golgi. Dado que las proteínas se acumulan en el paso bloqueado más 
temprano, este hallazgo muestra que las mutaciones de clase B deben 
actuar en un punto anterior en la vía de secreción que las mutaciones de 
la clase D. Estos estudios confirmaron que 4 medida que las proteínas 
secretadas se sintetizan y procesan, se mueven secuencialmente: citosol 
> RE rugoso > RE a vesículas de transporte del aparato de Golgi > 
cisternas de Golgi —> vesículas de secreción y, finalmente, exocitosis. 
Los tres métodos que se describen en esta sección han delineado los 
pasos principales de la vía secretora y han contribuido a la identificación 
de muchas de las proteínas responsables de la formación de vesículas y 
de su fusión. En la actualidad, cada uno de los pasos individuales de la 
vía secretora se estudia en detalle mecánico, y, cada vez más, se emplean 
ensayos bioquímicos y de genética molecular para estudiar cada uno 
de estos pasos en términos de la función de las moléculas proteicas 


individuales. 
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FIGURA EXPERIMENTAL 14-5 Un ensayo libre de células demuestra 

el transporte de proteínas de una cisterna de Golgi a otra. (a) Una 

línea mutante de fibroblastos en cultivo es esencial en este tipo de ensayo 

En este ejemplo, las células carecen de la enzima N-acetilglucosamina 
transferasa ¡ (paso El de la Fig. 14-14). En las células silvestres, esta enzima 

se localiza en el Golgi medial y modifica los oligosacáridos unidos a N por la 
adición de una N-acetilglucosamina. En las células silvestres infectadas con 
vsv, el oligosacárido que se encuentra en la proteína G viral se modifica a un 
oligosacárido complejo típico, según se muestra en el panel trans-Golai; sin 
embargo, en las células mutantes infectadas la proteína G llega a la superficie 


Los ensayos de transporte libre de células permiten 
la disección de los pasos individuales en el 
transporte de vesículas 


Los ensayos in vitro sobre transporte intercompartimental son pode- 
rosos enfoques complementarios a los estudios con mutantes sec de 
levaduras para identificar y analizar los componentes celulares respon- 
sables del tráfico de vesículas. En una aplicación de este enfoque, las cé- 
lulas mutantes cultivadas carentes de una de las enzimas que modifican 
las cadenas laterales de oligosacáridos unidas al extremo N-terminal 
en el aparato de Golgi se infectan con virus de la estomatitis vesiculada 
(VSV) y se hace un seguimiento del destino de la proteína G del VSV; 
por ejemplo, si las células infectadas carecen de la transferasa 1 de la 
N-acetilglucosamina producen cantidades abundantes de la proteína G 
del VSV, pero no pueden añadir N-acetilglucosamina a las cadenas de 
oligosacáridos en el Golgi medial tal como lo hacen las células silvestres 
(Fig. 14-54). Cuando las membranas de Golgi aisladas de estas células 
mutantes se mezclan con membranas celulares del aparato de Golgi de 
células silvestres no infectadas, la adición de la N-acetilglucosamina a 
la proteína G del VSV se restablece (Fig. 14-5b). Esta modificación es 
consecuencia del transporte vesicular de la N-acetilglucosamina trans- 
ferasa I del Golgi medial de tipo silvestre al Golgi cis aislado de células 
mutantes infectadas por el virus. El transporte intercompartimental 
exitoso en este sistema libre de células depende de los requerimientos 
típicos de un proceso fisiológico normal, que incluyen un extracto Ci- 
tosólico, una fuente de energía química en forma de ATP y de GTP y la 
incubación a temperaturas fisiológicas. 

Además, en condiciones apropiadas, una población uniforme de 
vesículas de transporte que mueven la N-acetilglucosamina transferasa 


O = Galactosa 
0 = Ácido N-acetilneuramínico 


a la proteína G 


con un oligosacárido de alta manosa más simple, que contiene solo dos 
residuos de N-acetilglucosamina y cinco residuos de manosa. (b) Cuando las 
cisternas de Golgi aisladas de las células mutantes infectadas se incuban con 
las cisternas de Golgi de células normales no infectadas, la proteína G del VSV 
producida in vitro contiene la N-acetilglucosamina adicional. Esta modificación 
es llevada a cabo por la enzima transferasa que es desplazada por las vesículas 
de transporte desde las cisternas del Golgi medial tipo silvestre hacia las 
cisternas del cis-Golgi mutante de la mezcla de reacción. (Véanse W E Balch y cols, 
1984, Cell 39:405 y 525, W. A. Braell y cols. 1984, Cell 39:511, y ) E Rothman y T. Sollner, 1997, Science 


2761212) 


I del Golgi medial al cis puede purificarse de las membranas de Golgi 
donante de tipo silvestre por centrifugación. Al examinar las proteínas 
enriquecidas en estas vesículas, los científicos han podido identificar 
muchas de las proteínas integrales de membrana y de las proteínas de 
cubierta de vesícula periféricas que son componentes estructurales 
de este tipo de vesícula. Más aún, el fraccionamiento de los extractos 
citosólicos requeridos para el transporte en las mezclas de reacción 
libres de células ha permitido aislar varias proteínas requeridas para la 
formación de las vesículas de transporte y de las proteínas necesarias 
para el direccionamiento y la fusión de las vesículas con las membranas 
aceptoras apropiadas. Ensayos in vitro similares, en diseño general, al 
que se muestra en la Figura 14-5 se han empleado para estudiar varios 
pasos de transporte en la vía secretora. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 14.1 
Técnicas para el estudio de la vía secretora 


* Todos los ensayos para seguir el tránsito de proteínas a través de la vía 
secretora en las células vivas requieren un modo de marcar una cohorte 
de proteínas secretoras y una forma de identificar los compartimientos 
en los que las proteínas marcadas se localizan posteriormente. 


* El marcado en pulso con aminoácidos radioactivos puede marcar 
de modo específico una cohorte de proteínas recién sintetizadas en el 
RE. Alternativamente, una proteína mutante sensible a la temperatura 
retenida en el RE debido al plegamiento incorrecto a temperatura no 
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permisiva será liberada como una cohorte para el transporte cuando 
las células se desplacen a temperatura permisiva. 


* El transporte de una proteína marcada con fluorescencia a lo largo 
de la vía secretora puede ser observado por microscopia (véase la Fig. 
14-2). El transporte de una proteína radiomarcada, por lo común, es 
seguido mediante modificaciones covalentes específicas del comparti- 


miento a la proteína. 


* Muchos de los componentes necesarios para el tránsito de proteínas 
intracelulares se identificaron en las levaduras analizando los mutantes 
sec sensibles a la temperatura, defectuosas para la secreción de proteí- 
nas a temperatura no permisiva (véase la Fig. 14-4). 


* Los ensayos libres de células para el transporte intercompartimental 
de proteínas han permitido la disección bioquímica de los pasos indi- 
viduales de la vía secretora. Estas reacciones in vitro pueden emplearse 
para producir vesículas de transporte puras y para probar la función 


bioquímica de las proteínas de transporte individuales. 


14.2 Mecanismos moleculares de formación 
y fusión de las vesículas 


Las pequeñas vesículas rodeadas por membrana que transportan 
proteínas de un orgánulo a otro son elementos comunes en las vías 
secretora y endocítica (véase la Fig. 14-1). Estas vesículas brotan 
desde la membrana de un orgánulo “parental” (donante) y se fusionan 
con la membrana de un orgánulo “diana” (de destino). Si bien cada 
paso de las vías secretora y endocítica emplea un tipo distinto de 
vesícula, los estudios que emplean técnicas genéticas y bioquímicas 
han mostrado que cada uno de los diferentes pasos de transporte 
vesicular es, simplemente, una variación de un tema común. En esta 
sección exploramos los mecanismos básicos subyacentes al brote de las 
vesículas, y a la fusión de todos los tipos de vesículas en común, antes 


de analizar los detalles propios de cada vía. 


El ensamblaje de una cubierta de proteína conduce 
a la formación de vesículas y la selección de 
moléculas carga 


El brote de vesículas desde sus membranas parentales es impulsado por 
la polimerización de complejos de proteínas solubles en la membrana 
para formar una cubierta vesicular proteinácea (Fig. 14-6a). Las 
interacciones entre las porciones citosólicas de las proteínas integrales 
de la membrana y la cubierta de las vesículas reúnen las proteínas carga 
adecuadas en la vesícula en formación; así, la cubierta proporciona la 
curvatura a la membrana para formar una vesícula que actúa como 
filtro para determinar qué proteínas serán admitidas a la vesícula. 

La cubierta también es responsable de incluir en la vesícula 
proteínas de fusión conocidas como v-SNARE. Después de que se 
completa la formación de una vesícula, la cubierta se desprende, 
exponiendo las proteínas v-SNARE de ella. La unión específica para 
las v-SNARE en la membrana de la vesícula con las t-SNARE afines en 
la membrana diana a la cual la vesícula se encuentra anclada hace que 
las membranas se aproximen íntimamente, permitiendo que las dos 
bicapas se fusionen (Fig. 14-6b). Independientemente del orgánulo 
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FIGURA 14-6 Panorama de la formación de vesículas y de la fusión con 
una membrana diana. (a) La formación se inicia por el reclutamiento de una 
pequeña proteína que une GTP a un región de una membrana donante. Los 
complejos de las proteínas cubiertas en el citosol se unen luego al dominio 
citosólico de las proteínas carga de la membrana, partes de las cuales actúan 
también como receptores que se unen a las proteínas solubles de la luz, 
reclutando, por lo tanto, proteínas carga luminales al interior de la vesícula 

en formación. (b) Después de ser liberada y perder su cubierta, la vesícula se 
fusiona con su membrana diana, en un proceso que involucra la interacción 
con proteínas SNARE afines. 


diana, todas las vesículas de transporte emplean v-SNARE y t-SNARE 
para brotar y fusionarse. 

Se han caracterizado tres tipos principales de vesículas cubiertas, 
cada una con un tipo diferente de cubierta proteica y formada por 
la polimerización reversible de un conjunto distinto de subunidades 
proteicas (Cuadro 14-1). Cada tipo de vesícula que recibe su nombre 
de acuerdo con las cubiertas proteicas primarias transporta proteínas 


carga de orgánulos parentales particulares a orgánulos de destino 
particulares: 


* Las vesículas COPII transportan proteínas del RE al aparato de Golgi. 


* Las vesículas COPI transportan principalmente protelnasen dirección 


retrógrada, entre las cisternas de Golgi y desde el cis-Golgi hacia atrás 
en dirección al RE. > 


«Las vesículas declatrina transportan proteínas de la membrana plasmática 
(superficie celular) y la red trans-Golgi a los endosomas tardíos 


cuadro 14-1 Vesículas recubiertas involucradas en el tránsito de proteínas 


Paso de transporte mediado 


Tipo de vesículas 


RE al cis-Golgi 


GTPasa asociada 


ubierta 


Proteínas de la € ] A E 


Complejos Sec23/Sec24 y Sec13/ Sar] 
Sec31, Sec16 


cop! 


cis-Golgi al RE 


Coatómeros que contienen siete ARF 
ubunidades COP diferentes 


Pl a , 
c0 cisternas de Golgi tardías a tempranas — $ 
RF 


rans-Golgi a endosoma 


Complejos clatrina + PAI A 


Clatrina y proteínas adaptadoras* t 


trans-Golgi a endosoma 


Clatrina + GGA ARF 


Mia. AS es A 


Membrana plasmática a 


Clatrina + complejos PA2 ARF 


endosoma nó ÁKKZ 


Golgi a lisosoma, melanosoma o 


vesículas de las plaquetas 


Complejos PA3 ARF 


*Cada tipo de complejo PA consiste en cuatro subunidades distintas. No se sabe si la cubiert 


Se cree que cada paso del tránsito mediado por vesículas emplea 
cierto tipo de cubierta vesicular; sin embargo, no se ha identificado 
un complejo proteico de cubierta específico para cada tipo de vesícula. 
Las vesículas que mueven las proteínas desde el trans-Golgi hacia la 
membrana plasmática durante la secreción constitutiva o regulada, por 
ejemplo, muestran tamaño y morfología uniformes, sugiriendo que 
su formación está impulsada por el ensamblaje de una estructura de 
cubierta regular, si bien los investigadores no han identificado proteínas 
de cubierta específicas que rodeen estas vesículas. 

El esquema general de gemación de las vesículas que se muestra en 
la Figura 14-6a se aplica a los tres tipos conocidos de vesículas cubiertas. 
Los experimentos hechos con membranas aisladas o artificiales y 
proteínas de cubierta purificadas han mostrado que la polimerización 
de las proteínas de cubierta en la cara citosólica de la membrana 
parental es necesaria para producir la alta curvatura de la membrana 
típica de una vesícula de transporte de alrededor de 50 nm de diámetro. 
Las microfotografías electrónicas de las reacciones de brote hechas 
in vitro con frecuencia muestran estructuras que exhiben regiones 
discretas de la membrana parental que tienen una cubierta densa que 
acompaña la curvatura característica de una vesícula completa (Fig. 14- 
7). Estas estructuras, llamadas habitualmente brotes vesiculares, parecen 
ser intermediarios visibles una vez que la cubierta ha comenzado a 
polimerizarse, pero antes de que la vesícula completa se desprenda de la 


a de las vesículas PA3 contiene clatrina. 


membrana parental. Se cree que las proteínas de cubierta polimerizadas 
forman una red curva que conduce la formación de un brote vesicular 
que se adhiere a la cara citosólica de la membrana. 


Un conjunto conservado de proteínas GTPasas 
interruptoras controla el ensamblaje de diferentes 
cubiertas vesiculares 


Sobre la base de reacciones de brote de vesículas in vitro con membra- 

nas aisladas y proteínas de cubierta purificadas, los científicos han de- 

terminado el conjunto mínimo de componentes de cubierta requeridos 

para formar cada uno de los tres tipos principales de vesículas. Si bien la 

mayoría de las proteínas de la cubierta difieren considerablemente de un 

tipo de vesícula a otro, las cubiertas de las tres vesículas contienen una 

pequeña proteína que une GTP que actúa como subunidad reguladora 
para controlar el ensamblaje de la cubierta (véase la Fig. 14-64). Para las 
vesículas COPI y las de clatrina, esta proteína de unión al GTP se conoce 
como proteína ARF. Una proteína diferente que une GTP -si bien rela- 
cionada con ella—, conocida como proteína SARI, está presente en la cu- 
bierta de las vesículas COPII. Tanto la ARF como la SAR son proteínas 
monoméricas con una estructura general semejante a la de la RAS, una 
proteína intracelular clave en la transducción de las señales (véase la Fig. 
16-19). Las proteínas ARF y SARI, al igual que la RAS, pertenecen a la 
superfamilia de la GTPasa de proteínas interruptoras que ciclan entre 
las formas de unión al GDP y al GTP (véase la Fig. 3-32 para una reseña 
del mecanismo de las proteínas “interruptoras” GTPasas). 


FIGURA EXPERIMENTAL 14-7 Los brotes vesiculares pueden 
visualizarse durante las reacciones de formación in vitro. Cuando los 
componentes de la cubierta COPI!I purificada se incuban con vesículas de RE 
aisladas o con vesículas fosfolipidicas artificiales (liposomas), la polimerización 
de las proteínas de la cubierta sobre la superficie de la vestenla induce la 
emergencia de brotes muy curvados. Note, en esta microfotografía electrónica 
de una reacción de formación in vitro, la cubierta de membrana característica 


visible como una capa de proteína oscura presente sobre los brotes de la 
vesicula. (Tomado de K Marsuoka y cols. 1988, Cell 93(2):263.1) 
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FIGURA 14-8 Modelo del papel de la Sar1 en el ensamblaje y el 
desensamblaje de las cubiertas de COPII. Paso E la interacción de la 

Sar1 soluble unida a GDP con el factor de intercambio Sec12, una proteína 
integral de la membrana del RE, cataliza el intercambio de GDP por GTP en la 
Sar1. En la forma de la Sar1 unida a GTP su extremo N-terminal hidrófobo se 
extiende hacia el exterior desde la superficie de la proteína y ancla la Sar1 a 

la membrana del RE. Paso El la Sar! unida a la membrana sirve como sitio de 
unión para el complejo de la proteína de cubierta Sec23/Sec24. Las proteínas 
carga de la membrana se reclutan en el interior de la vesícula de brote en 
formación, uniéndose a secuencias cortas específicas (señales de clasificación) 
en sus regiones citosólicas a sitios del complejo Sec23/5ec24. Algunas 
proteínas carga de la membrana actúan, además, como receptores que unen 
proteínas solubles en la luz. La cubierta se completa por el ensamblaje de un 


segundo tipo de complejo, compuesto por Sec13 y Sec31 (que no se muestra). 


Paso El: una vez completa la cubierta de la vesícula, la subunidad 5ec23 de la 
cubierta promueve la hidrólisis del GTP por la Sar1. Paso EX la liberación de la 
Sar1-GDP desde la membrana de la vesícula provoca el desensamblaje de la 
cubierta. (Véase S. Springer y cols., 1999, Cell 97145) 


636 CAPÍTULO 14 + Tráfico, secreción y endocitosis vesiculares 


iclo de unión al GTP y la hidrólisis por la ARF y la SAR] 
blaje de la cubierta, como se MUEstra 
esquemáticamente, para el ensamblaje de las vesículas COPII, en la Figy- 
ra 14-8, En primer lugar, una proteína de la membrana del RE conocida 
como Sec12 cataliza la liberación de GDP desde el poa y la unión 
de GTP. Este factor de intercambio guanina-nucleótido recibe e integra, en 
apariencia, múltiples señales aún desconocidas, que incluyen probable- 
mente la presencia de proteínas Carga €n la membrana del RE listas para 
su transporte. La unión del GTP provoca un camblo de conformación 
en la SAR1 que expone su extremo N-terminal hidrófobo, que, entonces, 
queda inmerso en la bicapa fosfolipídica y ata el en :GTP a la membra- 
na del RE (Fig. 14-8, paso EJ). El SARI-GTP unido 348 membrana c0n- 
duce la polimerización de los complejos citosólicos de subunidades de la 
COPII que se encuentra sobre la membrana, conduciendo finalmente a 
la formación de brotes de vesículas (paso EJ). Una vez que se liberan las 
vesículas COPII desde la membrana donante, la actividad GTPasa de la 
SARI hidroliza el SAR1-GTP presente en la membrana de la vesícula a 
SAR1:GDP con la ayuda de una de las subunidades de la cubierta (paso 
El. Esta hidrólisis desencadena el desensamblaje de la cubierta de COPII 
(paso EJ); así, la SAR1 acopla un ciclo de unión e hidrólisis de GTP a la 
formación y, luego, a la disociación de la cubierta de COPII. 

La proteína ARF transita un ciclo similar de intercambio de nu- 
cleótidos e hidrólisis acoplado al ensamblaje de cubiertas de las vesícu- 
las compuestas por COPI o por clatrina y otras proteínas de cubiertas 
(complejos PA) que se analizan más adelante. Una modificación proteica 
covalente conocida como anclaje de miristato en el N-terminal de la pro- 
teína ARF ata débilmente el ARF-GDP a la membrana de Golgi. Cuando 
el GDP se intercambia por el GTP unido por un factor de intercambio 
de nucleótidos unido a la membrana del aparato de Golgi, el cambio de 
conformación resultante en la ARF permite que los residuos hidrófobos 
en su segmento N-terminal se inserten en la bicapa de la membrana. La 
estrecha asociación resultante de ARF-GTP con la membrana sirve como 
fundamento para un ensamblaje adicional de cubierta. 

Al delinear las similitudes estructurales de la SAR1 y de la ARF 
con otras proteínas interruptoras GTPasas pequeñas, los investigado- 
res han construido genes que codifican para versiones mutantes de las 
dos proteínas con efectos predecibles en el tránsito vesicular cuando se 
transfectan a células cultivadas; por ejemplo, en las células que expre- 
san versiones mutantes de SAR1 o de ARF que no pueden hidrolizar el 
GTP, las cubiertas vesiculares se forman y se desprenden las vesículas 
que brotan. Sin embargo, dado que las proteínas mutantes no pueden 
desencadenar el desensamblaje de la cubierta, todas las subunidades de 
la cubierta disponibles quedan, finalmente, ensambladas de forma per- 
manente en vesículas cubiertas incapaces de fusionarse con las mem- 
branas de destino. La adición de GTP no hidrolizable, análogo a las 
reacciones de brote de vesículas in vitro, provoca un bloqueo similar 
del desensamblaje de la cubierta. Las vesículas que se forman en estas 
reacciones tienen cubiertas que nunca se disocian, permitiendo que su 
APS y su estructura puedan analizarse con mayor facilidad. 
me senicnnias COPI purificadas que se muestran en la Figura 14-9 se 
produjeron en una reacción de brote de este tipo. 8 


Se cree que el c 
controlan la iniciación del ensam 


Las secuencias diana de las 
contactos moleculares es 
de la cubierta 


proteínas carga hacen 
pecíficos con las proteínas 


Para transportar vesículas que muevan 


imi . roteínas í un 
compartimiento al siguiente, P específicas de 


los brotes vesiculares deben ser capaces 


de discriminar entre proteínas potenciales de la membrana y proteínas 
carga solubles y de aceptar solo aquellas proteínas carga que avanzarán 
al compartimiento siguiente, excluyendo las que deberían permanecer 
como residentes en el compartimiento donante. Además de esculpir la 
curvatura de una membrana donante, la cubierta de la vesícula funcio- 
na como selectora de proteínas específicas en su calidad de proteínas 
carga. El mecanismo primario mediante el cual la cubierta de la vesícula 
selecciona las moléculas carga es por unión directa a secuencias especí- 
ficas o señales de clasificación en la porción citosólica de las proteínas 


Cuadro 14-2 


Señales de clasificación conocidas que dirigen las proteínas a vesícul 


FIGURA EXPERIMENTAL 14-9 Las vesículas cubiertas se acumulan 
durante las reacciones de formación in vitro en presencia de un 

análogo no hidrolizable de GTP. Cuando las membr 
se incuban con un extracto citosólico que contiene proteinas de ia cubierta 


anas de Golgi arsladas 


COPI. las vesículas se forman y brotan desde las membranas. La inclusión 

de un análogo no hidrolizable de GTP en la reacción de formación evita el 
desensamblaje de la cubierta despues de la liberación de la vesícula. Esta 
microfotografía muestra las vesiculas COPI generadas en una reacción de 

este tipo y separadas desde las membranas por centrifugación. Las vesículas 
cubiertas preparadas de este modo pueden ser analizadas para determinar sus 
componentes y propiedades 


Cortesía de L. Orc 


carga de la membrana (véase la Pig. 14-64). La cubierta polimerizada 
actúa, de este modo, como una matriz de afinidad para agrupar las pro- 
teínas carga de la membrana seleccionada en los brotes de vesículas en 
formación. Dado que las proteínas solubles que se encuentran dentro 
de la luz de los orgánulos parentales no pueden contactar la cubierta 
de forma directa, requieren un tipo diferente de señal de clasificación. 
Las proteínas luminales solubles con frecuencia contienen lo que puede 
pensarse como señales de clasificación luminales que se unen a los domi- 
nios luminales de ciertas proteínas carga de la membrana que actúan 
como receptores para las proteínas carga luminales. Las propiedades de 
varias señales de clasificación conocidas en las proteínas solubles y de 
la membrana se resumen en el Cuadro 14-2. En secciones posteriores, 
describimos el papel de estas señales con mayor detalle. 


as de transporte específicas 


Secuencia señal* Proteínas con señal 


Vesículas que incorporan 


Receptor de la señal proteínas que llevan señales 


SEÑALES DE CLASIFICACIÓN LUMINAL 


Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL) Proteínas solubles residentes en el RE Receptor KDEL en la membrana  COPI 
cis-Golgi 
Manosa 6-fosfato (M6P) Enzimas lisosómicas solubles después del Receptor M6P en la membrana Clatrina/PA1 
procesamiento en el cis-Golgi trans-Golgi 
Enzimas lisosómicas secretadas Receptor M6P en la membrana Clatrina/PA2 
plasmática 
SEÑALES DE CLASIFICACIÓN CITOPLASMÁTICA 
Lys-Lys-X-X (KKXX) Proteínas de membrana residentes en el RE Subunidades a: y $ COPI COPI 
Diarginina (X-Arg-Arg-X) Proteínas de membrana residentes en el RE Subunidades a: y $ COPI COPI 
Diacídica (p. ej., Asp-X-Glu) — Proteínas carga residentes en el RE Subunidad Sec24 COPII COPIH 
Asn-Pro-X-Tyr (NPXY) Receptor de LDL en la membrana Complejo PA2 Clatrina/PA2 
plasmática 
Tyr-XX-0 (YXXD) Proteínas de membrana en el trans-Golgi PA1 (subunidad 11) Clatrina/PA1 
Proteínas de la membrana plasmática PA2 (subunidad 112) Clatrina/PA2 


Proteínas de la membrana plasmática 


Complejos PA2 Clatrina/PA2 


*X = cualquier aminoácido; D = aminoácido hidrófobo. Las abreviaturas de una sola letra de los aminoácidos están entre paréntesis. 
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Las GTPasas Rab controlan el anclaje 
de las vesículas en las membranas diana 


Un segundo conjunto de proteínas pequeñas que unen GTP, conoci- 
das como proteínas Rab, participa en el direccionamiento de las vesí- 
culas a la membrana diana adecuada. Al igual que la SARI y la ARE 
las proteínas Rab pertenecen a la superfamilia GTPasa de proteínas 
interruptoras. Las proteínas Rab contienen también un ancla isopre- 
noide que les permite unirse a la membrana de la vesícula. La con- 
versión de Rab-GDP citosólica a Rab-GTP catalizada por un factor de 
intercambio específico de guanina-nucleótido induce un cambio de 
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(b) Complejo SNARE O 


nclaje y fusión de las vesículas de trans- 

(a) Las proteínas que se muestran en este 

ejemplo participan en la fusión las de secreción con la membrana 
lares median todos los eventos de fusión de las 


FIGURA 14-10 Modelo de a 
porte con sus membranas diana. 

de vesicu 
plasmática, pero proteínas simi 


vesículas. Paso El: una proteína Rab unida por medio de un ancla lipídica a una 


vesícula de secreción está ligada a UN complejo de proteína efectora sobre la 
membrana plasmática, anclándose, por lo tanto, a la vesícula de transporte so- 
bre la membrana diana apropiada. Paso El una proteína v-SNARE (en este caso, 
VAMP) interactúa con los dominios citosólicos de las tSNARE afines (en este 

). Los complejos muy estables de espiral enrollada 
cula cerca de la membrana diana. Paso 
diatamente sigue a la formación de 
ómo ocurre esto. Paso 


caso, sintaxina y SNAP-25 
SNARE que se forman mantienen la vesí 
El la fusión de las dos membranas inme 


los complejos SNARE, pero no se sabe con precisión € 
: después de la fusión de la membrana, la SNF, en conjunción con la proteína 


a-SNAP se une a los complejos SNARE. La hidrólisis del ATP catalizado por NSF 
impulsa luego la disociación de los complejos SNARE, liberando las proteínas 
SNARE para otro ciclo de fusión de las vesículas. También en ese momento, la 
Rab-GTP se hidroliza a Rab:GDP y se disocia del efector Rab (no se muestra). (b) 
El complejo SNARE. Numerosas interacciones no covalentes entre las cuatro 
hélices a largas, dos de las SNAP-25 y una de la sintaxina y una de la VAMP 
estabilizan la estructura de espiral enrollada. (Véanse J E. Rothman y T Sollner, 1997, 
Science 276.1212, y W. Weis y R Scheller, 1998, Nature 395 328 La parte (b) es tomada de Y A. Chen y R.H 


Scheller, 2001, Nat. Rev Mol. Cell Biol. 2[2):98) 


conformación en la Rab que le permite interactuar con una proteína 
de superficie sobre una vesícula de transporte en particular e inser- 
ta su ancla isoprenoide en la membrana de la vesícula. Una vez que 
Rab-GTP está atada a la superficie de la vesícula, se cree que interac- 
túa con una de varias proteínas diferentes, conocidas como efectores 
Rab, unidas a la membrana diana. La unión del Rab-GTP a la diana 
Rab mantiene fija la vesícula sobre una membrana diana adecuada 
(Fig. 14-10, paso E). Después de que ocurre la fusión de la vesícula, 
el GTP unido a la proteína Rab se hidroliza a GDP, desencadenando 
la liberación de Rab-GDP, que, luego, puede sufrir otro ciclo de inter- 
cambio, unión e hidrólisis GDP-GTP. 

Varias líneas de evidencia apoyan el compromiso de proteínas 
Rab específicas en los eventos de fusión de las vesículas; por ejemplo, 
el gen de las levaduras SEC4 codifica una proteína Rab, y las levaduras 
que expresan las proteínas mutantes Sec4 acumulan vesículas secre- 
toras incapaces de fusionarse con la membrana plasmática (mutantes 
de clase E de la Fig. 14-4 -é 
ice he bi a las células de mamífero, la proteína 

as y Íti : : 
po em ser as endocíticas conocidas también como 
nos. Es Í ¡ i 
, ri p as vesículas no cubiertas se forman a partir 
e vesículas cubiertas con clatrina inmedi 
. ra ediatamente después de que 
rotan de la membrana plasmática durante 1 itosi ó 
api nte la endocitosis (véase la 
g. 14-1, paso EA). La fusión de los endos í 
he lib s somas tempranos entre sí en 
sistemas libres de células requiere la presenci ici 
de ESB E presencia de Rab5, y la adición 
e Rab5 y GTP a los estratos libres d l i 
: 1 e células acelera la velocidad 
a la cual las vesículas se fusionan entre sí j j 
tad , e Sí. Una proteína larga, espl- 
ralada, conocida como EEA1 (early end - ; 
y endosome antigen 1), que reside 


en la membrana del endosoma temprano, funciona como el efector 
de Rab5. En este caso, se cree que el Rab5-GTP que se encuentra so- 
bre una vesícula endocítica se une de forma específica al EEA1 de la 
membrana de otra vesícula endocítica, estableciendo las bases para la 
fusión de ambas vesículas. 

Un tipo distinto de efector Rab parece funcionar para cada tipo 
de vesícula de la vía secretora. Siguen pendientes muchas preguntas 
acerca del modo en que las proteínas Rab se dirigen a la membrana 
correcta y de la manera en que se forman complejos específicos entre 
las diferentes proteínas Rab y sus proteínas efectoras correspondientes. 


Conjuntos apareados de proteínas SNARE median 
la fusión de las vesículas con las membranas diana 


Como se señaló previamente, poco después de que las vesículas se 
desprenden de la membrana donante, la cubierta de la vesícula se 
desagrega para dejar al descubierto la proteína específica de la mem- 
brana de la vesícula, una v-SNARE (véase la Fig. 14-6b). De modo si- 
milar, cada tipo de membrana diana de una célula contiene proteínas 
de membrana t-SNARE que interactúan de modo específico con las 
v-SNARE. Después de la fijación mediante Rab de una vesícula sobre 
su membrana diana (de destino), la interacción de las SNARE afines 
mantiene las dos membranas suficientemente cerca como para que 
puedan fusionarse. 

Uno de los ejemplos mejor comprendidos de fusión mediada 
por SNARE ocurre durante la exocitosis de las proteínas secretadas 
(véase la Fig. 14-10, pasos El y El). En este caso, la v-SNARE conocida 
como VAMP (vehicle-associated membrane protein, proteína asociada 
a la membrana de la vesícula) se incorpora a las vesículas secretoras 
a medida que estas brotan de la red trans-Golgi. Las t-SNARE son 
la sintaxina, una proteína integral de la membrana plasmática, y la 
SNAP-25, que está unida a la membrana plasmática mediante un ancla 
lipídica hidrófoba en medio de la proteína. La región citosólica de 
cada una de las tres proteínas SNARE contiene un secuencia héptada 
repetida que permite que cuatro hélices O: (una de la VAMP, una de la 
sintaxina y dos de la SNAP-25) se enrollen, la una alrededor de la otra, 
para formar un haz de cuatro hélices (Fig. 14-10b). La estabilidad 
inusual de este complejo de SNARE que forma un haz es conferida 
por la configuración de los residuos de aminoácidos hidrófobos y 
cargados en la repetición de la héptada. Los aminoácidos hidrófobos se 
encuentran enterrados en el núcleo central del haz y los aminoácidos 
de carga opuesta están alineados para construir interacciones 
electroestáticas favorables entre las hélices; a medida que se forman 
los haces de cuatro hélices, las membranas de las vesículas y efectora 
se acercan y quedan en aposición por los dominios transmembrana 
de la VAMP y la sintaxina incrustadas dentro de las membranas. 

Los experimentos in vitro han mostrado que cuando los 
liposomas que contienen VAMP purificadas se incuban con otros 
liposomas que contienen sintaxina y SNAP-25, las dos clases de 
membrana se fusionan, si bien lentamente. Este hallazgo constituye 
una fuerte evidencia de que la íntima aposición de las membranas 
que resulta de la formación de los complejos SNARE es suficiente 
para lograr la fusión de estas. La fusión de una vesícula y la 
membrana diana ocurre con más rapidez y mayor eficiencia en la 
Célula que en los experimentos hechos con liposomas, en los cuales 
la fusión está catalizada solo por las proteínas SNARE. La explicación 
probable de esta diferencia es que, en la célula, están implicadas en 


el direccionamiento de las vesículas a la membrana correcta otras 
proteínas, tales como las Rab y sus efectoras. 

Las levaduras, al igual que todas las células eucariontes, expresan 
más de veinte proteínas v-SNARE y t-SNARE relacionadas diferentes. 
Los análisis de los mutantes de levaduras defectuosas en algunos de 
los genes SNARE han identificado eventos específicos de fusión de 
membrana en los cuales participa cada proteína SNARE. Para todos 
los eventos de fusión que se han examinado, las SNARE forman com- 
plejos que constituyen haces de cuatro hélices similares a los comple- 
jos VAMP/sintaxina/SNAP-25 que median la fusión de vesículas se- 
cretoras con la membrana plasmática; sin embargo, en otros eventos 
de fusión (p. ej., la fusión de las vesículas COPII con la red cis-Golgi), 
cada proteína SNARE participante contribuye solo con una hélice al 
al haz (a diferencia de la SNAP-25, que contribuye con dos hélices); 
en estos casos, los complejos SNARE comprenden una molécula v- 
SNARE y tres moléculas t-SNARE. 

Empleando el ensayo de fusión de liposomas in vitro, los inves- 
tigadores han puesto a prueba la capacidad de varias combinacio- 
nes individuales de proteínas v-SNARE y t-SNARE para mediar la 
fusión de las membranas donante y diana. De la gran cantidad de 
combinaciones probadas, solo un pequeño número pudo mediar de 
manera eficiente la fusión. En grado notable, las combinaciones fun- 
cionales de v-SNARE y t-SNARE revelaron en estos experimentos in 
vitro correspondientes a las interacciones reales de proteínas SNARE 
que median los eventos de fusión conocidos en las levaduras; así, 
junto con la especificidad de la interacción entre las proteínas Rab 
y Rab efectoras, la especificidad de la interacción entre las proteínas 
SNARE puede dar cuenta de la mayor parte de la especificidad de la 


fusión entre un tipo de vesícula en particular y su membrana diana, 
aunque no de toda. 


La disociación de los complejos SNARE después 


de la fusión de la membrana es impulsada por la 
hidrólisis del ATP 


Después de que una vesícula y su membrana efectora se han fusio- 
nado, los complejos SNARE deben disociarse para que las proteí- 
nas SNARE individuales estén disponibles para eventos de fusión 
adicionales. Dada la estabilidad de los complejos SNARE que se 
mantienen juntos por numerosas interacciones intermoleculares no 
covalentes, su disociación depende de proteínas adicionales y del 
ingreso de energía. 

La primera pista de que la disociación de los complejos SNARE 
requería la asistencia de otras proteínas provino de reacciones de 
transporte in vitro en las que faltaban ciertas proteínas citosólicas. 
La acumulación observada de vesículas en estas reacciones indicó 
que ellas podían formarse pero eran incap 


aces de fusionarse con una 
membrana diana; 


finalmente se encontró que dos proteínas, desig- 
nadas NSF y 0-SNAP, eran necesarias para que procediera la fusión 
de las vesículas en la reacción de transporte in vitro. La función de la 
NSF in vivo puede ser selectivamente blo 
mida (NEM), una sustancia química 
esencial de la NSF ( 


queada por la N-etilmalei- 
que reacciona con un grupo-SH 
NEM-sensitive factor, factor sensible a NEM) 
Las mutantes de levaduras también han contribuido a nuestra 
comprensión de la función de las SNARE. Entre la clase de las le- 
vaduras C, los mutantes sec Son Cepas que carecen de Sec18 o Sec17 
funcionales, las contrapartidas en las levaduras del NSF y la 0.-SNAP 
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de los mamíferos, respectivamente. Cuando esta clase de mutantes 
C se ubica a temperatura no permisiva se acumulan las vesículas de 
transporte RE hacia Golgi; cuando las células se cambian a una tem- 
peratura más baja permisiva, las vesículas acumuladas son capaces de 
fusionarse con el cis-Golgi. 

Posteriormente a los estudios bioquímicos y genéticos iniciales 
que identificaron el NSF y el a-SNAP se desarrollaron estudios 
de transporte in vitro más sofisticados. Empleando estos ensayos 
nuevos, los investigadores han mostrado que las proteínas NSF y 
a-SNAP no son necesarias para la fusión real de las membranas, sino 
que se requieren para regenerar las proteínas SNARE libres. El NSE, 
un hexámero de subunidades idénticas, se asocia con un complejo 
SNARE con ayuda de la a-SNAP (soluble NSF attachment protein, 
proteína de unión soluble al NSF). Luego, el NSFE unido hidroliza 
ATP, liberando energía suficiente para disociar el complejo SNARE 
(Fig. 14-10, paso El. Evidentemente, los defectos en la fusión de las 
vesículas observados en los ensayos de fusión previos in vitro y en las 
levaduras mutantes después de la pérdida de la Sec17 o la Sec18 eran 
consecuencia de que las proteínas SNARE libres rápidamente fueran 
secuestradas en complejos SNARE no disociados y, por lo tanto, no 
estuvieran disponibles para mediar la fusión de las membranas. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 14.2 


Mecanismos moleculares de la formación 
y fusión de las vesículas 


- Las tres vesículas de transporte bien caracterizadas -COPI, COPII y 
vesículas de clatrina— se distinguen por las proteínas que forman sus 
cubiertas y las rutas de transporte que median (véase el Cuadro 14-1). 


« Todos los tipos de vesículas cubiertas se forman por la polimerización 
de proteínas de cubierta citosólicas sobre la membrana donante (pa- 
rental) para formar brotes vesiculares que, finalmente, se desprenden 
de la membrana para liberar una vesícula completa. Poco después de 
la liberación de la vesícula, la cubierta se desprende, exponiendo las 
proteínas necesarias para la fusión con la membrana diana (véase la 
Fig. 14-6). 


* Pequeñas proteínas que unen GTP (ARF o Sarl1) que pertenecen a la 
superfamilia de la GTPasa controlan la polimerización de las proteínas 
de la cubierta, el paso inicial en la formación de las vesículas (véase la 
Fig. 14-8). Después de que las vesículas se liberan desde la membrana 
donante, la hidrólisis del GTP unido a ARF o Sarl desencadena el des- 
ensamblaje de las cubiertas de las vesículas. 


- Señales de clasificación específicas en la membrana y en las proteínas 
luminales de los orgánulos donantes interactúan con las proteínas de la 
cubierta durante la formación de las vesículas, reclutando así proteínas 
carga a estas vesículas (véase el Cuadro 14-2). 


- Un segundo conjunto de proteínas que unen GTP, las proteínas Rab, 
regula la fijación de las vesículas a la membrana diana correcta. Cada 
Rab parece unirse a un Rab efector específico asociado con la mem- 
brana diana. 
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* Cada v-SNARE en una membrana de una vesícula se une de modo 
específico a un complejo de proteínas t-SNARE afines en la membrana 
diana, induciendo la fusión de ambas membranas. Después de que se 
ha completado la fusión, el complejo SNARE se iesansnnia en una 
reacción dependiente del ATP mediada por otras proteínas citosólicas 


(véase la Fig. 14-10). 


14.3 Etapas iniciales de la vía secretora 


En esta sección, miraremos con mayor detalle el tránsito vesicular 
entre el RE y el aparato de Golgi y parte de la evidencia que da sos- 
tén al mecanismo general analizado en la sección previa. Recuerde 
que el transporte anterógrado desde el RE hacia el Golgi, el primer 
paso de tránsito de la vesícula en la vía de secreción, está mediado 
por las vesículas COPII. Estas contienen proteínas recién sintetiza- 
das, destinadas para el aparato de Golgi, la superficie celular o los 
lisosomas, como así también componentes vesiculares tales como 
las v-SNARE necesarias para dirigir las vesículas a la membrana del 
cis-Golgi. La adecuada clasificación de las proteínas entre el RE y el 
aparato de Golgi también requiere el transporte retrógrado (inverso) 
del cis-Golgi al RE, mediado por las vesículas COPI (Fig. 14-11). Este 
transporte de vesículas retrógrado sirve para recuperar las proteínas 
v-SNARE y la propia membrana en el RE y para proporcionar el 
material necesario para ciclos adicionales de gemación de vesículas 
desde el RE. El transporte retrógrado mediado por COPI también 
recupera proteínas residentes en el RE mal clasificadas desde el cis- 
Golgi para corregir estos errores en la clasificación. 

Analizamos en esta sección, además, el proceso por el cual las pro- 
teínas correctamente entregadas al aparato de Golgi avanzan a través de 
compartimientos sucesivos de este de la red cisa la trans. Este proceso, 
conocido como maduración de las cisternas, implica el brote y la fusión 
de vesículas de transporte retrógrado más que anterógrado. 


Las vesículas COPII median el transporte del RE 
al aparato de Golgi 


Las vesículas COPII fueron reconocidas inicialmente cuando se 
incubaron extractos libres de células de membranas del RE de levaduras 
con análogos del GTP no hidrolizable y citosol. Las vesículas que se 
formaron a partir de las membranas del RE tenían una cubierta distinta, 
semejante a las de las vesículas COPI, pero compuesta por proteínas 
diferentes, designadas proteínas COPII. Las levaduras con mutaciones 
en los genes para las proteínas COPII son mutantes sec de clase B y 
acumulan proteínas en el RE rugoso (véase la Fig. 14-4). El análisis de 
estas mutantes ha revelado un conjunto de proteínas necesarias para 
la formación de las vesículas COPII, que incluyeron las E e 
comprenden la cubierta de las vesículas COPIJ. d Ñ 


Como se describió previamente, la formación de las vesículas 


COPII se desencadena cuando la Sec12, un factor de intercambio de 
guanina-nucleótido en la membrana del RE, cataliza el intercambio 
En ee por el GDP unido en la SAR] citosólica. Este intercambio 
induce la unión de la SAR1 a la membrana del RE m uida de la unión 
de un complejo de proteínas Sec23 y Sec24 aL Fig. 14-8). El 
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FIGURA 14-11 Tránsito de proteínas mediado por vesículas entre el RE y 
el cis-Golgi. Pasos HE el transporte hacia adelante (anterógrado) es mediado 
por las vesículas COPII, que se forman por la polimerización de los complejos 
proteicos de cubierta COPII solubles (verde) sobre la membrana del RE. Las 
v-SNARE (anaranjado) y otras proteínas carga (azul) en la membrana del RE se 
incorporan a la vesícula al interactuar COn las proteínas cubiertas. Las proteínas 
carga solubles (magenta) se reclutan al unirse a los receptores apropiados en la 
membrana de las vesículas en formación. La disociación de la cubierta recicla 
complejos de cubierta libres y expone las proteínas v-SNARE sobre la superficie 
de la vesícula. Después de que la vesícula no cubierta se une a la membrana 
cis-Golgi en el proceso mediado por la Rab, el apareamiento entre las v-SNARE 
expuestas y las t-SNARE afines en la membrana del aparato de Golgi permite 

la fusión de las vesículas, liberando el contenido al compartimiento cis-Golgi 
(véase la Fia 14-10). Pasos EH el transporte inverso (retrógrado) mediado 

por las vesículas cubiertas con proteínas COPI (púrpura) recicla la bicapa de la 
membrana y ciertas proteínas como las v-SNARE y las proteínas residentes del 
RE mal asignadas (que no se muestran) del cis-Golgi al RE. Todas las proteínas 
SNARE se muestran en anaranjado, aunque las v-SNARE y las t-SNARE son 
proteínas distintas. 


formado entre SAR1:-GTP, Sec23 y Sec24, 


complejo ternario resultante, 
de que se forma este complejo 


se muestra en la Figura 14-12. Después 
sobre la membrana del RE, un segundo complejo, constituido por 
proteínas Sec13 y Sec31, se une para completar la estructura de la 
cubierta. Las proteínas Secl3 y Sec31 puras pueden ensamblarse 
espontáneamente en redes con forma de jaula. Se piensa que la 
Sec13 y la Sec31 forman el andamiaje estructural para las vesículas 
COPII. Finalmente, una proteína fibrosa grande, llamada Sec16, que 
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FIGURA 14-12 Estructura tridimensional del complejo ternario 

que comprende las proteínas de la cubierta COPII, Sec23 y Sec24 y 
Sar1-GTP. En etapas iniciales durante la formación de la cubierta COPII, los 
complejos Sec23 (anaranjado)/Sec24 (verde) son reclutados a la membrana 
del RE por la Sar] (rojo) en su estado unido a GTP. Para formar un complejo 
ternario estable en solución para estudios estructurales se emplea el análogo 
no hidrolizable de GTP GppNHp. Una proteína carga de la membrana del 

RE puede ser reclutada a las vesículas COPII por la interacción de una señal 
tripeptídica diacídica (púrpura) en el dominio citosólico de la proteína carga 
con Sec24. La posición probable de la membrana de la vesícula COPII y del 
segmento transmembrana de la proteína carga están indicada en la figura. El 
segmento N-terminal de la Sar1 que se Une a la membrana no se muestra. (Véase 
X. Bi y cols., 2002, Nature 419:271, interacción con péptido, cortesía de J. Goldberg) 


se une a la superficie citosólica del RE, interactúa con la SAR1-GTP 
y los complejos Sec13/31 y Sec23/24 y actúa para organizar las otras 
proteínas de la cubierta, aumentando la eficiencia de la polimerización 
de esta. De forma semejante a la Sec13/31, la clatrina también tiene 
la capacidad de autoensamblarse en una estructura del tipo de una 
cubierta, como se analizará en la Sección 14-4. 

Ciertas proteínas integrales de la membrana del RE son recluta- 
das específicamente en las vesículas COPII para ser transportadas al 
aparato de Golgi. Los segmentos citosólicos de muchas de estas pro- 
teínas contienen una señal de clasificación diácida (los residuos clave 
de esta secuencia son Asp-X-Glu, o DXE, en el código de una letra; 
véase el Cuadro 14-2). Esta señal de clasificación se une a la subuni- 
dad Sec24 del COPII y resulta esencial para la exportación selectiva 
de ciertas proteínas de membrana desde el RE (véase la Fig. 14-12). 
Actualmente se realizan estudios bioquímicos y genéticos para iden- 
tificar señales adicionales que ayudan a dirigir las proteínas carga de 
las membranas al interior de las vesículas COPII. Otros estudios en 
desarrollo buscan determinar de qué manera las proteínas carga so- 
lubles son selectivamente cargadas a las vesículas COPII. Si bien las 
vesículas COPII purificadas de las levaduras mostraron contener una 
proteína de membrana que une el factor soluble QU: de apareamiento, 
los receptores de otras proteínas carga solubles, como la invertasa, 
aún se desconocen. 


La enfermedad hereditaria fibrosis quística se caracteriza por un 


desequilibrio en el transporte iónico del cloro y el sodio en las 
células epiteliales del pulmón, lo cual lleva a la acumulación de líquido 
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y la dificultad para respirar. La fibrosis quística es provocada por 
mutaciones en una proteína conocida como CFTR, sintetizada como 
proteína integral de la membrana en el RE y transportada al aparato de 
Golgi antes de ser enviada a las membranas plasmáticas de las células 
epiteliales, donde funciona como canal de cloro. Recientemente, los 
investigadores han mostrado que la proteína CFTR contiene una señal 
de clasificación diácida que se une a la subunidad Sec24 de la cubierta 
COPII y es necesaria para el transporte de la proteína CFTR al exterior 
del RE. La mutación CFTR más común es la eliminación de una 
fenilanalina en la posición 508 de la secuencia de la proteína (conocida 
como AF508). Esta mutación evita el transporte normal de la CFTR a 
la membrana plasmática al bloquear su empaquetamiento en las 
vesículas COPII que brotan del RE. Si bien la mutación AF508 no se 
encuentra en la cercanía de la señal de clasificación diácida, puede 
cambiar la conformación de la porción citosólica de la CFTR de modo 
tal que la señal diácida sea incapaz de unirse a la Sec24. Resulta 
interesante que una CFTR plegada con esta mutación aún sea funcional 
como canal de cloro normal. Sin embargo, nunca llega a la membrana; 
este estado de enfermedad, por lo tanto, está provocado por la ausencia 
del canal y no porque este sea defectuoso. M 


Los experimentos descritos previamente, en los cuales el tránsito 
de VSVG-PFV en las células cultivadas de mamífero se monitoriza 
por microscopia de fluorescencia (véase la Fig. 14-2), proveyeron 
información acerca de los intermediarios en el transporte desde el RE 
hacia el aparato de Golgi. En algunas células pudieron verse pequeñas 
vesículas fluorescentes que contenían VSVG-PFV formándose desde el 
RE, moviéndose menos de 1 ¡m y, luego, fusionándose directamente 
con el cis-Golgi. En otras células, en las que el RE estaba localizado 
a varios micrómetros de distancia del complejo de Golgi, se vieron 
varias vesículas derivadas del RE fusionarse entre sí poco después 
de formadas, constituyendo lo que se conoce como compartimiento 
intermediario desde el RE hacia el aparato de Golgi o red cis-Golgi. Estas 
estructuras de mayor tamaño luego fueron transportadas a lo largo 
de los microtúbulos hasta el cis-Golgi, en gran medida en el modo 
en que las vesículas de las células nerviosas se transportan desde el 
soma celular, donde se forman, a lo largo del axón hasta la terminal 
axónica (véase el Cap. 18). Los microtúbulos funcionan como las “vías 
de ferrocarril” que permiten que estos agregados grandes de vesículas 
de transporte se muevan largas distancias hasta su destino en el cis- 
Golgi. En el momento en que se forma el compartimiento RE hacia el 
aparato de Golgi intermedio, algunas vesículas COPI brotan desde él, 
reciclando algunas proteínas nuevamente al RE. 


Las vesículas COPI median el transporte retrógrado 
entre el aparato de Golgi y desde este hacia el RE 


Las vesículas COPI fueron descubiertas cuando las fracciones aisladas 
de Golgi se incubaron en una solución que contenía citosol y un análogo 
no hidrolizable de GTP (véase la Fig. 14-9). El análisis posterior de estas 
vesículas mostró que la cubierta está formada por complejos citosólicos 
grandes, llamados coatómeros, compuestos de siete subunidades 
polipeptídicas. Las levaduras que contienen mutaciones sensibles a la 
temperatura en las proteínas COPI acumulan proteínas en el RE rugoso 
en la temperatura no permisiva y, por lo tanto, se categorizan como 
mutantes sec de clase B (véase la Fig. 14-4). Si bien el descubrimiento de 
estos mutantes sugirió inicialmente que las vesículas COPI median el 
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aparato de Golgi, experimentos Posterior, 

mostraron que su función principal es el ep pa retrógrado Vb 
las cisternas del aparato de Golgi y desde el cis-Golgi hacia el RE rugoso 
derecha). Dado que las mutantes COPI no Pueden 
reciclar las proteínas clave de la membrana nuevamente hacia el RE 
rugoso, el RE se vacía gradualmente de las proteleas que le Pertenecen, 
tales como las v-SNARE necesarias para la función de las vesículas 
COPII; finalmente, tiende a detenerse la formación de vesículas desde 
el RE rugoso; las proteínas de secreción continúan sento sintetizadas 
pero se acumulan en el interior del RE, la característica que define 
las mutantes sec de clase C. La capacidad general de las mutantes sec 
n el funcionamiento de las vesículas COPI o COPII de 
bloquear finalmente los transportes anterógrado y retrógrado ilustra 
la interdependencia fundamental de estos dos PrAGEÑas de transporte, 

Como se analizó en el Capítulo 13, el RE contiene varias proteínas 
solubles dedicadas al plegamiento y a la modificación de proteínas se- 
cretoras recién sintetizadas; entre ellas se incluyen la chaperona BiP y 
la enzima proteína disulfuro isomerasa, necesarias para que el RE des- 
empeñe sus funciones. Si bien las proteínas luminales residentes en el 
RE de este tipo no son específicamente seleccionadas por las vesícu- 
las COPII, su abundancia hace que sean continuamente cargadas de 
forma pasiva a vesículas destinadas hacia el cis-Golgi. El transporte de 
estas proteínas solubles nuevamente hacia el RE, mediado por vesículas 
COPI, evita su desaparición final. 

La mayoría de las proteínas residentes solubles del RE llevan una 
secuencia Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL, en el código de una letra) en su 
extremo C-terminal (véase el Cuadro 14-2). Varios experimentos 
demostraron que esta señal de clasificación KDEL es condición nece- 
saria y suficiente para que una proteína que la detenta se localice en 
el RE; por ejemplo, cuando una proteína mutante isomerasa disul- 
furo que carece de estos cuatro residuos es sintetizada en fibroblas- 
tos en cultivo, la proteína se secreta. Aún más, si una proteína que 
normalmente se secreta se ve alterada de modo tal que contiene la 
señal KDEL en su extremo C-terminal, la proteína se localizará en el 
RE. La señal KDEL de clasificación es reconocida y se une al recep- 
tor KDEL, una proteína integral de la membrana que se encuentra 
primariamente en pequeñas vesículas de transporte que viajan entre 
el RE y el cis-Golgi y que están presentes en el retículo cis-Golgi. 
Además, las proteínas residentes solubles del RE que llevan la señal 
KDEL tienen cadenas de oligosacáridos con modificaciones cataliza- 
das por enzimas presentes solo en la red cis-Golgi o en el cis-Golgi; 
asi, en cierto momento, estas proteínas deben abandonar el RE y ser 
transportadas al menos hasta la red cis-Golgi. Estos hallazgos indi- 
san que el receptor KDEL actúa principalmente para recuperar pro- 
teínas solubles que contienen la señal de clasificación KDEL que ha 
escapado a la red cis-Golgi y para regresarlas al RE (Fig. 14-13). El 
cdi 
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de levaduras sensibles a la temperatura que carecen de COPI at o de 
COPI f no solo son incapaces de unir la señal KKXX, sino que son, 
también, incapaces de recuperar las proteínas que tienen esta señal re- 
trotransportándolas al RE, lo que indica que las vesículas COPI median 
el transporte retrógrado del aparato de Golgi al RE. 

Una segunda señal de clasificación que dirigirá las proteínas a las 
vesículas COPI y, por lo tanto, permitirá el reciclado desde el aparato de 
Golgi hacia el RE es la secuencia diarginina. Á diferencia de la señal de 
clasificación KKXX, que debe estar localizada en el C-terminal de una 
proteína orientado hacia el citoplasma, la señal de clasificación diargi- 
nina puede residir en cualquier segmento de una proteína de membra- 
na que esté en la cara citoplasmática de esta. 

La partición de las proteínas entre el RE y el complejo de Gol- 
gi es un proceso muy dinámico, que depende de las vesículas COPII 
(anterógradas) tanto como de las COPI (retrógradas), en el que cada 
tipo de vesícula es responsable del reciclado de los componentes ne- 
cesarios para el funcionamiento del otro tipo. La organización de este 
proceso de partición hace surgir un interrogante interesante: ¿cómo 
las vesículas usan preferentemente las v-SNARE —que especificarán 
la fusión con la membrana diana correcta— en lugar de las v-SNARE 
—que están siendo recicladas y tendrán especificidad por fusionarse 
con la membrana donante—? 

Esta pregunta básica concerniente a la partición correcta de 
la membrana ha sido respondida recientemente por las vesículas 


FIGURA 14-13 Papel del receptor KDEL en la recuperación de las 
proteínas luminales residentes del RE desde el aparato de Golgi. Las 
proteínas luminales del RE, especialmente aquellas presentes en grandes 
cantidades, pueden incorporarse pasivamente a las vesículas COPII y ser 
transportadas al aparato de Golgi (pasos Ml y EJ). Muchas proteínas de este tipo 
llevan una secuencia KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) C-terminal (rojo) que les permite 
ser recuperadas. El receptor KDEL, localizado principalmente en la red cis-Golgi 
y tanto en las vesículas COPII como en las COPI, une proteínas que llevan la 
señal de clasificación KDEL y las regresa al RE (pasos E y EJ). Este sistema de 
recuperación evita el vaciamiento de las proteínas luminales del RE como las 
necesarias para el plegamiento adecuado de proteinas de secreción recién 
sintetizadas. La afinidad de unión del receptor KDEL es muy sensible al ph. 

La pequeña diferencia entre el pH del RE y el del aparato de Golgi favorece la 
unión de las proteínas que tienen KDEL al receptor en las vesículas derivadas 
del aparato de Golgi y su liberación en el RE. (Adaptado de ) Semenza y cols, 1990, Cell 
61:1349) 
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COPII. Después de que se forman, las proteínas de la cubierta de 
COPII permanecen ensambladas el tiempo suficiente para que el 
complejo Sec23/Sec24 interactúe con un factor de unión específico 
adherido a la membrana del cis-Golgi. Las vesículas que se descu- 
bren para exponer las v-SNARE se completan solo después de que 
la vesícula COPII ya está íntimamente asociada con la membrana 
del cis-Golgi y las v-SNARE de COPII se encuentran en la posición 
correcta para formar complejos con sus t-SNARE afines. Si bien las 
vesículas COPII también llevan proteínas v-SNARE específicas de 
COPI que son recicladas nuevamente al cis-Golgi, estas proteínas 
v-SNARE de COPI incluidas en las vesículas COPII nunca tienen la 
oportunidad de formar complejos SNARE con proteínas t-SNARE 
afines localizadas en el RE. 


El transporte anterógrado a través del aparato 
de Golgi ocurre por maduración de las cisternas 


El complejo de Golgi está organizado en tres o cuatro subcomparti- 
mientos, dispuestos con frecuencia como un conjunto apilado de sacos 
aplanados llamados cisternas. Los subcompartimientos del aparato de 
Golgi difieren entre sí de acuerdo con las enzimas que contienen. La 
mayoría de las enzimas son glucosidasas y glucosilo-transferasas im- 
plicadas en la modificación de los hidratos de carbono unidos por el 
N o el O a las proteínas secretadas durante su tránsito en el aparato de 
Golgi. En su totalidad, el complejo de Golgi opera como una línea de 
ensamblaje en la que las proteínas se mueven en secuencia a través del 
complejo, sirviendo las cadenas de hidratos de carbono modificadas 
en un compartimiento como sustratos para las enzimas modificadoras 
del compartimiento siguiente (véase la Fig. 14-14 para una secuencia 
representativa de los pasos de modificación). 

Durante mucho tiempo se pensó que el complejo de Golgi era un 
conjunto esencialmente estático de compartimientos con pequeñas ve- 
sículas de transporte que llevaban las proteínas secretadas hacia ade- 
lante, desde el Golgi cis hasta el Golgi medial y desde el Golgi medial 
hasta el Golgi trans. De hecho, la microscopia electrónica muestra que 
muchas pequeñas vesículas asociadas con el complejo de Golgi parecen 
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FIGURA 14-14 Procesamiento de las cadenas de oligosacáridos ligadas 
al N-terminal en las glucoproteínas dentro de las cisternas del cis- 
Golgi, el Golgi medial y el trans-Golgi en las células de los vertebrados. 
Las enzimas que catalizan cada paso se localizan en los compartimientos 
indicados. Después de la eliminación de tres residuos de manosa en el Cis- 
Golgi (paso II), la proteína se mueve por maduración de las cisternas al Golgi 
medial. Aquí, tres residuos de N-acetilglucosamina (GICNAc) se añaden (pasos 
El y EJ, se eliminan dos residuos más de manosa (paso EJ) y se añade una única 
fucosa (paso EJ. El procesamiento se completa en el trans-Golgi por la adición 
de tres residuos de galactosa (paso Ed) y, finalmente, por la unión de un residuo 
de ácido N-acetilneuramínico a cada uno de los residuos de galactosa (paso 
EZ). Transferasas específicas añaden azúcares al oligosacárido, uno a la vez, a 
Partir de precursores de nucleótidos del azúcar importados desde el citosol, 
Esta vía representa los eventos de procesamiento del aparato de Golgi para 
una glucoproteína de mamífero típico. Las variaciones en la estructura de los 
oligosacáridos unidos al N pueden resultar a partir de diferencias en los pasos 


de procesamiento en el aparato de Golgi. (Véase R. Kornfeld y S Kornfeld, 1985, Ann Rev 
Biochem. 45:631) 


mover proteínas de un compartimiento de Golgi al otro (Fig. 14-15); 
sin embargo, actualmente se sabe que estas vesículas median el trans- 
porte retrógrado recuperando enzimas del RE o del aparato de Golgi de 
un compartimiento posterior y transportándolas a un compartimiento 


Mans(GIcNAc), 
previo en la vía secretora; así, el aparato de Golgi parece tener una orga- Mang(GIcNAc), 
nización muy dinámica, formando continuamente vesículas de trans- Golgi | 
porte aunque solamente en dirección retrógrada. Para ver los efectos 
que este transporte retrógrado tiene en la organización del aparato de OQ Vesícula de transporte 
Golgi consideremos el efecto neto del compartimiento de Golgi medial desde el RE 
a medida que las enzimas del Golgi trans se mueven desde el Golgi = N-acetilglucosamina 
medial mientras que las enzimas del Golgi medial son transportadas al + = Manosa o = Galactosa 
cis-Golgi. En este proceso, el Golgi medial adquiere enzimas del trans- A = 


Fucosa + = Ácido N-acetilneuramínico 


69) VIDEO: Modelo tridimensional de un complejo de Golgi 


FIGURA EXPERIMENTAL 14-15 Microfotografía 
electrónica del complejo de Golgi en una célula 
exocrina pancreática que revela las vesículas 
de transporte secretoras y retrógradas. Puede 
verse Una vesícula secretora grande formándose 
desde la red trans-Golgi. Los elementos del RE 
rugoso se encuentran en la parte inferior izquierda 
de esta microfotografía. Adyacentes al RE rugoso se 
encuentran los elementos de transición desde los 
cuales parecen estar brotando protuberancias de 
elementos de transición lisos. Estos brotes forman 
las pequeñas vesículas que transportan las proteínas 
de secreción del RE rugoso al complejo de Golgi. 
Interdispersas entre las cisternas del complejo de 
Golgi se encuentran otras vesículas pequeñas, 

que ahora se sabe que funcionan en el transporte 
retrógrado y no en el anterógrado. (Conesía de G Palade) 
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FIGURA EXPERIMENTAL 14-16 Proteínas de fusión marcadas con 
fuorescencia demuestran la maduración de las cisternas de Golgi en 
una levadura viva. Las levaduras que expresan la proteína temprana de Golgl 
dra4 se fusionaron a la PFV (fluorescencia verde) y aquellas que expresan la 
proteína tardía de Golgi Sec? se fusionaron a la DsRed (fluorescencia roja) y se 
muestran por microscopla invertida de epifluorescencia. La serie de imágenes 
de la parte superior, tomadas aproximadamente con intervalos de un minuto, 
muestra un conjunto de cisternas de Golgi que en un momento se encuentran 
marcadas con la Vrg4 o la Sec7. La serie de imágenes inferiores muestra Una 


Golgi mientras pierde enzimas del Golgi medial en el cis-Golgi, y así, 
progresivamente, se transforma en un nuevo compartimiento trans- 
Golgi. De este modo, las proteínas carga de secreción modifican los 
hidratos de carbono en el orden secuencial adecuado sin moverse de 
una cisterna a otra por transporte vesicular anterógrado. 

La primera evidencia de que el transporte hacia adelante de las 
proteínas carga del cis-Golgi al trans-Golgi ocurre por un mecanismo 
progresivo de este tipo, llamado maduración de las cisternas, provino de 
un cuidadoso análisis microscópico sobre la síntesis de las escamas de 
las algas. Estas glucoproteínas de la pared celular se ensamblan, en el 
cis-Golgi, en grandes complejos visibles al microscopio electrónico. Al 
igual que otras proteínas secretoras, las escamas recién sintetizadas se 
mueven desde el cis hacia el trans-Golgi, pero pueden ser de un tamaño 
veinte veces mayor que el de las vesículas de transporte habituales que 
brotan desde las cisternas del aparato de Golgi. De forma semejante, en 
la síntesis de colágeno por los fibroblastos, con frecuencia se forman en 
la luz del cis-Golgi grandes agregados del precursor procolágeno (véase 
la Fig. 20-24). Los agregados de procolágeno son demasiado grandes 


para ser incorporados a pequeñas vesículas de transporte, y los investi- 
po en ellas. Estas obser- 


lante de estas y, quizás, 
timiento de Golgi 


gadores nunca encontrarán agregados de este ti 
vaciones muestran que el movimiento hacia ade 
de todas las proteínas secretadas desde un compar 
hacia el otro no ocurre vía vesículas pequeñas. 

Una demostración particularmente elegante de la maduración de 
las cisternas en las levaduras saca partido de marcas fluorescentes de 
diferentes colores para obtener imágenes de dos proteínas de Golgi di- 
ferentes simultáneamente. La Figura 14-16 muestra cómo se compor- 
tan en la misma levadura una proteína residente del cis-Golgi, marcada 
COn una proteína fluorescente verde, y una proteína trans-Golgi, mar- 
cada con una proteína fluorescente roja. En cualquier momento, cada 
cisterna del aparato de Golgi parece tener una diferente identidad de 
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cisterna de Golgi aislada solo mediante procesamiento digital de la imagen. En 
primer término, solo la Vrg4-PFV se localiza en las cisternas aisladas; luego, solo 
la Sec7-DsRed se localiza en la cisterna aislada, después de un breve lapso en 
el cual ambas se colocalizaron en este compartimiento. Este experimento es 
una demostración directa de la hipótesis de maduración de las cisternas, que 
muestra que la composición de las cisternas individuales sigue un proceso de 
maduración caracterizado por la pérdida de proteínas tempranas del aparato 
de Golgi y la ganancia de proteínas tardías de este. (De Losev y cols, 2006, Nature 
441-1002) 


sin embargo, a lo largo del tiempo, una cisterna individual marcada con 
la proteína cis-Golgi puede mostrar la pérdida progresiva de esta y la 
adquisición de la proteína trans-Golgi. Esta conducta es exactamente 
la predicha por el modelo de maduración de las cisternas, en el cual 
la composición de una cisterna individual cambia a medida que las 
proteínas residentes en el aparato de Golgi se mueven de los comparti- 
mientos posteriores a los compartimientos iniciales. 

Si bien la mayor parte del tránsito de las proteínas parece moverse 
a través del complejo de Golgi por un mecanismo de maduración de 
la cisterna, hay evidencia de que al menos una parte de las vesículas de 
transporte COPI que se desprenden de las membranas de Golgi con- 
tienen proteínas carga —más que enzimas de Golgi- y se mueven en 
dirección anterógrada —más que retrógrada-—. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 14.3 


Etapas tempranas de la vía secretora 


+ Las vesículas COPII transportan proteínas del RE rugoso al cis-Golgi; 
las vesículas COPI transportan proteínas en la dirección inversa (véase 
la Fig. 14-11). 


« Las cubiertas COPII comprenden tres componentes: la proteína pe- 
queña que une GTP Sarl, un complejo Sec23/Sec24 y un complejo 
Sec13/Sec31. 


* Los componentes de la cubierta COPII se unen a proteínas carga de 
la membrana que contienen una señal diacídica o de clasificación de 
otro tipo en sus regiones citosólicas (véase la Fig. 14-12). Las proteínas 
carga solubles probablemente sean dirigidas a las vesículas COPI por 
la unión a un receptor proteico de la membrana. 
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* Muchas proteínas residentes en el RE solubles contienen la señal de 
clasificación KDEL. La unión de esta secuencia de recuperación a una 
proteína específica receptora en la membrana cis-Golgi recluta proteí- 


nas del RE mal clasificadas en las vesículas COPI retrógradas (véase la 
Fig. 14-13), 


* Las proteínas de membrana necesarias para formar las vesículas CO- 
PII pueden ser recuperadas del cis-Golgi por las vesículas COPI. Una de 
las señales de clasificación que dirige las proteínas de membrana a las 
vesículas COPI es una secuencia KKXX, que se une a las subunidades 
de la cubierta COPI. Una señal de clasificación diarginina distintiva 
opera por un mecanismo similar, 


* Las vesículas COPI también llevan proteínas Golgi residentes de com- 


partimientos tardíos a compartimientos tempranos en el apilamiento 
de Golgi. 


* Las proteínas solubles y de membrana avanzan a través del complejo 
de Golgi por maduración de las cisternas, un proceso de transporte 
anterógrado que depende de enzimas residentes en el aparato de Golgi 
que se mueven por transporte vesicular COPI en dirección retrógrada. 


14.4 Etapas finales de la vía secretora 


A medida que las proteínas carga se mueven del cis-Golgi al trans-Golgi 
por maduración de las cisternas, sufren modificaciones en sus cadenas 
de oligosacáridos por acción de las enzimas residentes en el aparato de 
Golgi. El tránsito retrógrado de vesículas COPI de los compartimientos 


FIGURA 14-17 Tránsito de vesículas desde la 
red trans-Golgi mediada por vesículas. Las 
vesículas COPI (púrpura) median el transporte 
retrógrado dentro del aparato de Golgi (MI). Las 
proteínas que funcionan en la luz o en la membrana 
del lisosoma son transportadas desde la red 
trans-Golgi vía vesículas cubiertas con clatrina 
(rojo) (E); después de perder la cubierta, estas 
vesículas se fusionan con los endosomas tardíos 
que entregan su contenido al lisosoma. La cubierta 
de la mayoría de las vesículas de clatrina contiene 
proteínas adicionales (complejos AP que no están 
indicados aquí). Algunas vesículas de trans-Golgi 
que llevan carga destinada al lisosoma se fusionan 
con el lisosoma directamente (EJ), evitando pasar 
por el endosoma. Estas vesículas están cubiertas con 
un tipo de complejo PA (azul); se desconoce si las 
vesículas contienen, además, clatrina. Las proteínas 
de la cubierta que rodean las vesículas de secreción 
constitutivas (EJ) y reguladas (E) aún no se han 
caracterizado; estas vesículas llevan las proteínas 
secretadas y las proteínas de membrana de la red 
trans-Golgi a la superficie de la célula. 
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más distal del aparato de Golgi; allí son pa da ar 
tipos diferentes de vesículas para ser enviadas oo A , 79 
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red trans-Golgi, los mecanismos que segregan as E no Carga entre 
ellos y los eventos clave en el procesamiento que > n e des 
días de la vía secretora. Los distintos t1pOS de vesículas que brotan del 


¡ -17. 
trans-Golgi se resumen en la Figura 14-1 


Las vesículas cubiertas con clatrina 
o proteínas adaptadoras median 
el transporte desde el trans-Golgi 


Las vesículas mejor caracterizadas que brotan de la red trans-Golgi 
(RTG) tienen una cubierta de dos capas: una capa externa, compuesta 
de la proteína fibrosa clatrina, y una capa interna, compuesta de com- 
plejos de proteína adaptadora (PA). Las moléculas de clatrina purifica- 
das que tienen una forma de tres extremidades se llaman trisqueliones 
(del griego, por “tres patas; Fig. 14-18a). Cada extremidad contiene una 
cadena pesada de clatrina (180 000 PM) y una cadena liviana (-35 000- 
40 000 PM). Los trisqueliones se polimerizan para formar una red po- 
ligonal con una curvatura intrínseca (Fig. 14-18b). Cuando la clatrina 
se polimeriza sobre una membrana donante, lo hace asociándose con 


complejos PA, que llenan el espacio entre la red de clatrina y la mem- 


brana. Cada complejo PA (340 000 PM) contiene una copia de cada 
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FIGURA 14-18 Estructura de las cubiertas de clatrina. (3) Una molécula 


declatina, llamada In: quelión, está compuesta de tres cadenas pesadas y 
tres cadenas ligera: hiene una curvatura intrinseca debido a la curva de las 
cadenas pesadas (b) Las cubiertas de clatrina se formaron in vitro al mezclar 
las cadenas pesadas y ligeras purificadas de la clatrina con los complejos PAZ 
en ausencia de membranas. Las microfotografías crioelectrónicas de más de 


1000 particulas en barril de clatrina hexagonales ensambladas se analizaron 
por procesamiento digital de imágenes para generar una representación 
estructural promedio. La imagen procesada muestra solamente las cadenas 
pesadas de la clatrina en una estructura compuesta por 36 trisqueliones. Tres 
trisqueliones representativos están resaltados en rojo, amarillo y verde. Parte de 
los complejos PA2 empaquetados en el interior de la jaula de clatrina también 
son visibles en esta representación. (Véase B. Pishvace y G Payne,1998, Cell 95:443 La parte 


(b], tomada de Fotin y cols. 2004, Nature 432.573) 


una de las 4 subunidades proteicas adaptadoras distintas. Una asocia- 
ción específica entre el dominio globular en el extremo de cada cade- 
na pesada de clatrina en un trisquelión y una subunidad del complejo 
PA promueven el coensamblaje de los trisqueliones de clatrina con los 
complejos PA como suma a la estabilidad de la cubierta completa de 
la vesícula. 

Al unirse a la cara citosólica de las proteínas de la membrana, las 
proteínas adaptadoras determinan qué proteínas carga serán especí- 
ficamente incluidas (o se excluirán) de una vesícula de transporte en 
gemación. Se conocen tres complejos PA distintos (PAl, PA2, PA3), 
cada uno con cuatro subunidades de proteínas diferentes, si bien re- 
lacionadas. Recientemente, un segundo tipo general de proteína adap- 
tadora, conocida como GGA, mostró contener en un polipéptido de 
70 000 PM tanto elementos de clatrina como de unión a la carga, se- 
mejantes a los que están presentes en los complejos heterotetraméricos 
PA de mucho mayor tamaño. Se ha encontrado que vesículas que con- 
tienen cada tipo de complejo adaptador PA o GGA median pasos de 
transporte específicos (véase el Cuadro 14-1 ). Todas las vesículas cuyas 
cubiertas contienen uno de estos complejos utilizan ARF para iniciar el 
ensamblaje de la cubierta sobre la membrana donante. Como se ana- 
lizó previamente, la ARF inicia también el ensamblaje de las cubiertas 
COPI. Las características adicionales de los factores de membrana o 
proteicos que determinan qué tipo de cubierta se ensamblará después 
dela unión de ARF no se comprenden completamente en la actualidad. 

Las vesículas que brotan desde la red trans-Golgi en su camino al 
lisosoma por medio del endosoma tardío (véase la Fig. 14-17, paso El) 
tienen cubiertas de clatrina asociadas con PAL o con GGA. Tanto PA1 
como GGA se unen al dominio citosólico de las proteínas carga en la 
membrana donante. Las proteínas de membrana que contienen una 
secuencia Tyr-X-X-0, en la que X es un aminoácido y D es un ami- 
noácido hidrófobo, se reclutan en vesículas clatrina/PA1 que brotan de 
la red trans-Golgi. Esta señal de clasificación YXXO interactúa con una 
de las subunidades PA1 de la cubierta de la vesícula. Como analiza- 
remos en la siguiente sección, las vesículas con cubierta clatrina/PA2 
que brotan de la membrana plasmática durante la endocitosis también 
pueden reconocer la señal de clasificación YXXO. Las vesículas cubier- 
tas con proteínas GGA y clatrina se unen a las moléculas carga con un 
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tipo diferente de secuencia de clasificación. Las señales de clasificación 
citosólicas que se unen específicamente a la proteína adaptadora GGA 
incluyen Asp-X-Leu-Leu y Asp-Phe-Gly-X-0 (en las que X y O se defi- 
nen como previamente). 

Algunas vesículas que brotan desde la red trans-Golgi tienen cu- 
biertas compuestas por el complejo PA3. Aunque el complejo PA3 con- 
tiene un sitio de unión para clatrina similar a los complejos PA1 y PA2, 
no queda claro si la clatrina es necesaria para el funcionamiento de las 
vesículas que contienen PA3, dado que las versiones mutantes de PA3 
que carecen del sitio de unión a clatrina parecen ser funcionales. Las 
vesículas cubiertas por PA3 median el tráfico al lisosoma, pero parecen 
evitar el endosoma tardío y se fusionan directamente con la membrana 
del lisosoma (véase la Fig. 14-17, paso EZ). En cierto tipo de células, 
estas vesículas PA3 median el transporte proteico a compartimientos 
de almacenamiento especializados y relacionados con el lisosoma; por 
ejemplo, la PA3 es necesaria para la entrega de proteínas a los melano- 
somas que contienen el pigmento negro melanina de las células de la 
piel y a las vesículas de almacenamiento de las plaquetas en los mega- 
cariocitos, células grandes que se fragmentan en docenas de plaquetas. 
Los ratones con mutaciones en cualquiera de las dos diferentes subu- 
nidades de la PA3 no solo tienen una pigmentación anormal en la piel, 
sino que también presentan trastornos de sangrado. Esto último ocurre 
porque las roturas en los vasos sanguíneos no pueden ser reparadas 
sin las plaquetas que contienen vesículas de almacenamiento normales. 


Se requiere dinamina para que las vesículas 
de clatrina se desprendan 


Un paso fundamental en la formación de una vesícula de transporte 
que aún no hemos considerado es el modo en que el brote de la vesí- 
cula se desprende de la membrana donante. En el caso de las vesículas 
de clatrina/PA cubiertas, una proteína citosólica llamada dinamina es 
esencial para la liberación de vesículas completas. En las etapas finales 
de la formación del brote, la dinamina se polimeriza alrededor de la 
porción del cuello y, luego, hidroliza GTP. Se cree que la energía deri- 
vada de esta hidrólisis impulsa un cambio de conformación en la di- 
namina que estira el cuello de la vesícula hasta que esta se desprende 
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FIGURA 14-19 Modelo de la liberación de las vesículas cubiertas con 
clatrina/AP para su liberación mediada por dinamina. Después de que 
se forma un brote de una vesícula, la dinamina se polimeriza al rededor de 

su cuello. Por un mecanismo que aún no se comprende bien, la hidrólisis de 
GTP catalizada por dinamina conduce a la liberación de la vesícula desde la 
membrana donante. Note que las proteínas de la membrana en la membrana 
donante se incorporan a las vesículas interactuando con los complejos PA de la 
cubierta. (Adaptado de K Take! y cols. 1995, Nature 374:186) 


(Fig. 14-19). Resulta notable que las vesículas COPI y COPII parecen 
desprenderse de las membranas donantes sin el auxilio de una GTPasa 
como la dinamina. Los experimentos de gemación in vitro sugieren 
que la dimerización de proteínas ARF impulsa el desprendimiento de 
las vesículas COPI, pero el mecanismo no se comprende. 

La incubación de los extractos celulares con un derivado no hidro- 
lizable de GTP proporciona una evidencia notable de la importancia 
de la dinamina en el desprendimiento de las vesículas de clatrina/PA2 
durante la endocitosis. Este tratamiento conduce a la acumulación de 
brotes de vesículas cubiertas con clatrina, con cuellos excesivamente 
largos, rodeados por una dinamina polimérica, que no se desprenden 
(Fig. 14-20). De modo similar, las células que expresan formas mutan- 
tes de dinamina que no pueden unir GTP no forman vesículas cubier- 
tas de clatrina y, en lugar de ello, se acumulan brotes de vesículas de 
cuellos alargados rodeadas con una dinamina polimerizada. 

Como ocurre con las vesículas COPI y COPII, las vesículas de cla- 
trina/PA pierden normalmente su cubierta poco después de su forma- 
ción. Se cree que la Hsc70 citosólica, una proteína chaperona consti- 
tutiva presente en todas las células eucariontes, emplea energía deri- 
vada de la hidrólisis del ATP para impulsar la despolimerización de la 
cubierta de clatrina en los trisqueliones. La pérdida de la cubierta no 
solo libera los trisqueliones para volver a emplearse en la formación de 
vesículas adicionales, sino que también expone las v-SNARE para em- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 14-20 La hidrólisis del GTP por la dinamina 

es necesaria para el desprendimiento de las vesículas cubiertas de 
clatrina en extractos libres de célula. Un preparado de terminales nerviosas 
sometido a endocitosis extensa fue lisado por tratamiento con agua destilada 
e incubado con GTP-y-S, un derivado no hidrolizable del GTP Después de 
cortarla, la preparación fue tratada con un anticuerpo antidinamina marcado 
con oro y visualizada en el microscopio electrónico. Esta imagen, que muestra 
un brote de clatrina AP de cuello alargado con dinamina polimerizada 
rodeándolo, prueba que pueden formarse brotes en ausencia de hidrólisis de 
GTP pero que las vesículas no pueden desprenderse. La polimerización extensa 
de la dinamina que ocurre en presencia del GTP-y-S probablemente no ocurra 
durante el proceso de formación normal. (De K. Takel y cols. 1995, Nature 374:186; cortesía 


de Pietro De Camilli) 


plearlas en la fusión con membranas diana. Se piensa que los cambios 
de conformación que ocurren cuando las ARF pasan del estado unido 
a GTP a aquel unido a GDP son los que regulan el tiempo de despoli- 
merización de la cubierta de clatrina. Aún no se comprende el modo en 
que la acción de la Hsc70 podría estar acoplada a la acción de la ARE 


Los residuos de manosa-6-fosfato dirigen proteínas 
solubles a los lisosomas 


Como hemos visto, muchas de las señales de clasificación que dirigen 
el tránsito de las proteínas carga en la vía de secreción son secuencias 
cortas de aminoácido en la proteína diana. Por el contrario, la señal 
de clasificación que dirige las enzimas lisosómicas solubles de la red 
trans-Golgi al endosoma tardío es un residuo de hidrato de carbono, 
la IBEDAO 5 Lodo (M6P), que se forma en el cis-Golgi. La adición y el 
procesamiento inicial de uno o más precursores de oligosacárido pre- 
EROS, unidos a N en el RE rugoso, son los mismos para las enzimas 
seta que para las proteínas de membrana y secretadas, lo que 
resulta en cadenas con un núcleo Man, ( GIcNAc), (véase la Fig. 13-18). 


: , j resent 


das y de membrana (véase la Fig. 14-14)- 
Figura 14-22, la segregación de las enZi- 
al M6P con respecto a las proteínas Se- 


Como se muestra en la 
mas lisosómicas que llevan 


| 


Enzima lisosómico 


$ 


Fosfotransferasa GlIcNAc Sitio catalítico 


14 y 


EA 


10? 


> 


3 NV Fosfodiesterasa 


Secuencias 
de reconocimiento 


Sitio de 


reconocimiento 


FIGURA 14-21 Formación de los residuos de manosa 6-fosfato (M6P) 
que dirigen las enzimas solubles hacia los lisosomas. Los residuos M6P 
que dirigen las proteínas a los lisosomas se generan en el cis-Golgi por acción 
de dos enzimas residentes en él. Paso El una N-acetilglucosamina (GIcNAc) 
fosfotransferasa transfiere un grupo GIcNAc fosforilado al átomo de carbono 
6 de uno o más residuos de manosa. Dado que solo las enzimas lisosómicas 


cretadas y de membranas se produce en la red trans-Golgi. Allí, los 
receptores transmembranales para manosa-6-fosfato se unen a los re- 
siduos M6P de las proteínas destinadas a los lisosomas de modo muy 
estrecho y específico. Las vesículas de clatrina/PA1 que contienen el 
receptor M6P y unen enzimas lisosómicas se desprenden luego de la 
red trans-Golgi, pierden sus cubiertas y, posteriormente, se fusionan 
con el endosoma tardío mediante mecanismos que se describieron 
previamente. Dado que los receptores M6P pueden unir M6P al pH 
ligeramente ácido (- 6,5) de la red trans-Golgi pero no a un pH infe- 
rior a 6, las enzimas lisosómicas unidas se liberan dentro de los endo- 
somas tardíos que tienen un pH interno de 5,0-5,5. Adicionalmente, 
una fosfatasa que se encuentra dentro de los endosomas tardíos ha- 
bitualmente elimina el fosfato de los residuos M6P de las enzimas 
lisosómicas, evitando cualquier nueva unión del receptor M6P que 
podría ocurrir a pesar del bajo pH presente en los endosomas. La 
gemación de vesículas desde los endosomas tardíos recicla el receptor 
M6P nuevamente a la red trans-Golgi o, en ocasiones, a la superficie 
celular. Finalmente, los endosomas tardíos maduros se fusionan con 
los lisosomas entregando las enzimas lisosómicas a su destino final. 
La clasificación de las enzimas lisosómicas solubles en la red 
trans-Golgi (Fig. 14-22, pasos ELE) comparte muchas de las 
características del tránsito entre el RE y el cis-Golgi mediado por las 
vesículas COPII y COPI. Primero, la manosa-6-fosfato actúa como 
una señal de clasificación al interactuar con el dominio luminal de una 
proteína receptora en la membrana donante. Segundo, los receptores 
sumergidos en la membrana con los ligandos unidos se incorporan 
a las vesículas apropiadas —en este caso, GGA o vesículas de clatrina 
que contienen PAl-— al interactuar con la cubierta de la vesícula. 
Tercero, estas vesículas de transporte se fusionan solamente con un 
orgánulo específico —en este caso, el endosoma tardío— como resultado 
de las interacciones entre los v-SNARE específicos y los t-SNARE. Y, 
finalmente, los receptores de transporte intracelular se reciclan después 
de disociarse de sus ligandos unidos. 


El estudio de las enfermedades de almacenamiento 
lisosómico reveló componentes centrales de la vía 
de clasificación lisosómica 


Mi Un grupo de enfermedades genéticas llamadas enfermedades de 
almacenamiento lisosómico son causadas por la ausencia de una 


contienen secuencias (en rojo) reconocidas y unidas por esta enzima, 

los grupos GIcNAc fosforilados se añaden especificamente a las enzimas 
lisosómicas. Paso EX después de la liberación de una proteína modificada 
desde la fosfotransferasa, una fosfodiesterasa elimina el grupo GIcNAc, dejando 
un grupo de manosa fosforilada en la enzima lisosómica. (Véanse A 8. Cantor y cols., 
1992. J. Biol. Chem. 267.23349, y SKomfeld, 1987, FAS£BJ 1.462) 


o más enzimas lisosómicas. Como resultado, glucolípidos y compo- 
nentes extracelulares no digeridos, que normalmente se degradarían 
por acción de las enzimas lisosómicas, se acumulan dentro de estos 
orgánulos como grandes inclusiones. Los pacientes con enfermeda- 
des de almacenamiento lisosómico pueden tener una diversidad de 
anomalías de desarrollo fisiológicas y neurológicas, dependiendo del 
tipo y la gravedad del defecto de almacenamiento. La enfermedad de 
células 1 es un tipo particularmente grave de enfermedad de almace- 
namiento lisosómico en el cual faltan múltiples enzimas en los liso- 
somas. Las células de los individuos afectados carecen de la N-acetil- 
glucosamina fosfotransferasa necesaria para la formación de los re- 
siduos M6P de las enzimas lisosómicas en el cis-Golgi (véase la Fig. 
14-21). La comparación bioquímica de las enzimas lisosómicas de 
individuos normales con las de estos pacientes con enfermedad de la 
célula 1 llevó al descubrimiento inicial de la manosa-6-fosfato como 
la señal de clasificación lisosómica. La ausencia de esta señal de cla- 
sificación M6P hace que las enzimas lisosómicas en los pacientes con 
célula 1 se secreten en lugar de ser seleccionadas y secuestradas para 
el interior de los lisosomas. 

Cuando se hacen crecer fibroblastos de los pacientes con enfer- 
medad de célula ¡ en un medio que contiene enzimas lisosómicas con 
residuos de M6P, las células enfermas adquieren un contenido casi 
normal de enzimas lisosómicas intracelulares. Este hallazgo indica 
que la membrana plasmática de estas células contiene receptores 
para M6P que pueden internalizar las enzimas lisosómicas fosforila- 
das extracelulares mediante endocitosis mediada por receptor. Este 
proceso, empleado por muchos receptores de la superficie celular 
para internalizar proteínas o partículas en la célula, es analizado con 
detalle en la siguiente sección. Se sabe ahora que, aun en las células 
normales, algunos receptores M6P son transportados a la membra- 
na plasmática y algunas enzimas lisosómicas fosforiladas se secretan 
(véase la Fig. 14-22). Las enzimas secretadas pueden ser recuperadas 
por endocitosis mediada por receptor y dirigidas a los lisosomas. Así, 
esta vía recupera cualquier enzima lisosómica que escape de la clasi- 
ficación habitual por la M6P. 

Los hepatocitos de los pacientes con enfermedad de células 1 
contienen un complemento normal de enzimas lisosómicas y no 
contienen inclusiones, aun cuando estas células son defectuosas en 
la fosforilación de la manosa. Este hallazgo implica que los hepa- 
tocitos (el tipo celular más abundante en el hígado) emplean una 
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FIGURA 14-22 Tránsito de enzimas lisosómicas solubles desde la red 
trans-Golgi y la superficie celular hacia los lisosomas. Las enzimas 
lisosómicas recién sintetizadas producidas en el RE adquieren residuos de 
manosa 6-fosfato (M6P) en el cis-Golgi (véase la Fig. 14-21). Por simplicidad 

se muestra solo una cadena de oligosacárido fosforilada, aunque las enzimas 
lisosómicas típicamente tienen muchas cadenas de este tipo. En la red trans- 
Golgi, las proteínas que llevan la señal de clasificación M6P, por lo tanto, se 
dirigen a las vesículas con clatrina/PA1 (paso MM. Las vesículas liberadas, rodeadas 
de cubierta, se despolimerizan rápidamente (paso EJ) y las vesículas de transporte 
descubiertas se fusionan con los endosomas tardíos (paso EJ). Después de que 
las enzimas fosforiladas se disocian de los receptores M6P y se desfosforilan, 
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los endosomas tardíos se fusionan con un lisosoma ( 
proteínas de la cubierta y los receptores M6P se reci 
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lisosómicas fosforiladas Ocasionalmente son clasific 
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Golgi hacia los lisosomas. (Véanse « Griffiths y 
Biochem. 61.307, y G 
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cols, 1988, Cell. 52:329; S. Kornfeld, 1992, Ann. Rev 
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pendiente de la M6P para clasiticar las enzimas lisosómicas. 
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La agregación de proteínas en el trans-Golgi puede 
funcionar para la clasificación de las proteínas en 


vesículas de secreción reguladas 


Como se ha señalado en la introducción del capítulo, todas las célu- 
las eucariotas secretan continuamente ciertas proteínas, en un pro- 
ceso llamado, por lo común, secreción constitutiva. Las células secre- 
toras especializadas también almacenan otras proteínas en vesículas, 
y las secretan solamente cuando son disparadas por un estímulo 
específico; UN ejemplo de tal secreción regulada ocurre en las células 
p del páncreas, que almacenan insulina recién sintetizada en vesí- 
culas de secreción especializada y secretan la insulina en respuesta 
a un incremento en la glucosa sanguínea (véase la Fig. 16-38). Estas 
y otras células secretoras utilizan simultáneamente dos tipos dife- 
rentes de vesículas para mover las proteínas desde la red trans-Golgi 
hacia la superficie celular: las vesículas de transporte regulado, con 
frecuencia llamadas, simplemente, vesículas secretoras, y las vesícu- 
las de transporte no regulado, llamadas también vesículas secretoras 
constitutivas. 

Un mecanismo común parece clasificar las proteínas reguladas, 
tan diversas como la ACTH (hormona adrenocorticotrópica), la in- 
sulina y el tripsinógeno, en vesículas de secreción reguladas. La evi- 
dencia de un mecanismo común proviene de experimentos en los 
cuales se usan técnicas de DNA recombinante para inducir la síntesis 
de insulina y tripsinógeno en células de tumores hipofisarios que ya 
sintetizaban ACTH. En ellas, que normalmente no expresan insulina 
o tripsinógeno, las tres proteínas se segregan a las mismas vesículas 
de secreción reguladas y se secretan juntas cuando una hormona se 
une a un receptor en las células hipofisarias y provoca un incremen- 
to en el Ca?* citosólico. Si bien estas tres proteínas no comparten 
secuencias idénticas de aminoácidos, que podrían servir como una 
e clasificación, deben tener cierta característica en común 
as de secreción regulada. 
la clasificación a la vía re- 
a de las proteínas; 
las que recién han 


secuencia d 
que señala su incorporación en las vesícul 

La evidencia morfológica sugiere que 
gulada está controlada por la segregación selectiv 
por ejemplo, las vesículas inmaduras de esta vía — 
brotado de la red trans-Golgi- contienen agregados difusos de pro- 
teínas secretadas visibles al microscopio electrónico. Estos agregados 
también están presentes en las vesículas en proceso de gemación, lo 
cual indica que las proteínas destinadas a las vesículas secretorias 
reguladas se agregan de forma selectiva antes de su incorporación a 
las vesículas. 

Otros estudios han mostrado que las vesículas secretoras de las 
células de secreción de los mamíferos contienen tres proteínas, la 
cromogranina A, la cromogranina B y la secretogranina 11, que, en 
conjunto, forman agregados cuando se las incuba en las condiciones 
iónicas (pH 6,5 y Ca” 1 mM) que, se cree, están presentes en la red 
trans-Golgi; tales agregados no se forman a pH neutro, presente en 
el RE. La agregación selectiva de las proteínas secretadas reguladas 
junto con la cromogranina A, la cromogranina B o la secretogranina 
u sería la base de la clasificación de estas proteínas en las vesículas de 
secreción regulada. Las proteínas secretadas que no se asocian con 
estas proteínas y, así, no forman agregados serían clasificadas en ve- 


sículas de transporte no reguladas, por descarte. 


eínas son sometidas a procesamiento 


Algunas prot 
és de abandonar el trans-Golgi 


proteolítico despu 


Para algunas proteínas por ser secretadas (p. ej.. la hormona de cre- 
cimiento) y ciertas proteínas de membrana de los virus (p. ej., la 
glucoproteína del VSV), la eliminación de la secuencia N-terminal 
del RE desde la cadena naciente es la única escisión proteolítica co- 
nocida necesaria para convertir el polipéptido en una especie acti- 
va madura (véase la Fig. 13-6); sin embargo, algunas proteínas de 
membrana y muchas proteínas solubles secretadas se sintetizan en 
principio como precursores inactivos, de vida relativamente larga, 
llamados proproteínas, que requieren procesamiento proteolítico 
adicional para generar las proteínas activas maduras. Ejemplo de 
proteínas que sufren tal procesamiento son las enzimas lisosómicas 
solubles, muchas proteínas de membrana —como la hemaglutinina 
de la gripe (HA)- y proteínas secretadas como la albumina sérica, la 
insulina, el glucagón y el factor de apareamiento Q de las levaduras. 
En general, la conversión proteolítica de una proproteína a la pro- 
teína madura correspondiente ocurre después de que la proproteína 
ha sido clasificada en la red trans-Golgi a las vesículas apropiadas. 
En el caso de las enzimas lisosómicas solubles, las proproteínas 
son llamadas proenzimas y son seleccionadas por el receptor M6P 
como enzimas inactivas catalíticamente. En el endosoma tardío o li- 
sosoma, una proenzima sufre una escisión proteolítica que genera un 
polipéptido más pequeño pero con actividad enzimática. El retardo 
en la activación de las proenzimas lisosómicas hasta que llegan al li- 
sosoma evita que estas digieran macromoléculas en compartimientos 


previos de la vía secretora. 
Las vesículas maduras que llevan proteínas secretadas a la super- 


ficie celular se forman normalmente por la fusión de varias vesículas 
inmaduras que contienen proproteínas. La escisión proteolítica de 
las proproteínas como la proinsulina se produce en las vesículas des- 
pués de que estas se han alejado de la red trans-Golgi (Fig. 14-23). 
Las proproteínas de la mayoría de las proteínas secretadas constitu- 
tivamente (p. ej., albúmina) se escinden solamente una vez en un si- 
tio C-terminal a una secuencia de reconocimiento dibásica tal como 
Arg-Arg o Lys-Arg (Fig. 14-24a). El procesamiento proteolítico de 
las proteínas cuya secreción está regulada generalmente conlleva es- 
cisiones adicionales. En el caso de la proinsulina, múltiples cortes de 
la cadena polipeptídica dan como resultado la cadena BN-terminal 
y la cadena AC-terminal de la insulina madura, que están unidas por 
puentes disulfuro, y el péptido C central, que se pierde y, posterior- 
mente, se degrada (Fig. 14-24b). 

El logro de identificar las proteasas responsables de este procesa- 
miento en las proteínas secretadas provino del análisis de las levadu- 
ras con una mutación en el gen KEX2. Estas células mutantes sinteti- 
zaron el precursor del factor de apareamiento OL, pero no podían pro- 
cesarlo proteolíticamente a la forma funcional y, así, eran incapaces 
de aparearse con las células del tipo opuesto (véase la Fig. 16-23). El 
gen silvestre KEX2 codifica una endoproteasa que corta el precursor 
del factor az en el sitio C- ¡ j 
Los mamíferos contienen ma ir a 

oproteasas homólogas a 
la KEX2 de las levaduras, todas las cuales cortan una cadena proteica 
en el lado C-terminal de una secuencia Arg-Arg o Lys-Arg. Una, lla- 
mada furina, se encuentra en todas las células de mamífero y procesa 
las proteínas, como albúmina, secretadas por la vía continua; por el 
contrario, las endoproteasas PC2 y PC3 están presentes solo en las cé* 
lulas que exhiben secreción regulada; estas enzimas se localizan en las 
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FIGURA EXPERIMENTAL 14-23 Fragmentación proteolítica de la 
ués de su gemación desde la 


proinsulina en vesículas secretoras desp 

red trans-Golgi. Los cortes seriados de la región del aparato de Golgi de una 

célula secretora de insulina se tiñeron CON (a) un anticuerpo monoclonal que 

reconoce la proinsulina pero no la insulina, o (b) un anticuerpo diferente que 
lima. Los anticuerpos que se unieron 


reconoce la insulina pero nO la proimsu 
a partículas de oro electroopacas aparecen como manchas oscuras en estas 
microfotografías electrónicas (véase la Fig. 9-29). Las vesículas de secreción 


inmaduras (puntas de flechas negras) y las vesículas que brotan desde el 
trans-Golgi (fechas) se tiñen COn el anticuerpo contra proinsulina pero no 

con el anticuerpo contra insulina. Estas vesículas contienen agregados difusos 
de proteína que incluyen proinsulina y otras proteínas secretadas reguladas. 

Las vesículas maduras (puntas de flechas blancas) se tiñen con el anticuerpo 
antiinsulina pero no con el anticuerpo contra la proinsulina, y tienen una zona 
central densa de insulina casi cristalina. Dado que las vesículas que han brotado 
y las vesículas de secreción inmaduras contienen proinsulina (no insulina), la 
conversión proteolítica de la proinsulina a la insulina deberá ocurrir dentro de 
estas vesículas después de que han brotado desde la red trans-Golgi. El inserto 
(a) muestra una vesícula secretora rica en proinsulina rodeada por una cubierta 
proteica (línea punteada). (De L Orci y cols,, 1987, Cell. 49:865; cortesía de L Orci), 


vesículas secretoras reguladas y cortan proteolíticamente los precur- 
sores de muchas hormonas en sitios específicos. 


Varias vías clasifican las proteínas de membrana 
a la región apical o basolateral de las células 


polarizadas 


La membrana plasmática de las células epiteliales polarizadas está 
dividida en dos dominios, el apical y el basolateral; las uniones es- 
trechas localizadas entre ambos evitan el movimiento de proteínas 
de la membrana plasmática entre ellos (véase la Fig. 20-10). Hay 
varios mecanismos de clasificación que dirigen las proteínas de 
cién sintetizadas al dominio apical o basolateral de las 
células epiteliales, y cualquier proteína puede ser seleccionada por 
más de un mecanismo. Como resultado de esta clasificación, y de 
ovimiento de proteínas dentro de la membrana 
s uniones estrechas, se encuentran diferentes 
n los dominios apical o basolateral. Esta lo- 
ciertas proteínas de transporte es crítica 
ones fisiológicas importantes como la 
uz del intestino y la acidificación de 


membrana re 


la restricción al m 
plasmática debido a la 
conjuntos de proteínas e 
calización preferencial de 
para una diversidad de funci 
absorción de nutrientes desde la | 


la luz del estómago (véanse las Figs. 11-30 y 11-31). 
Los estudios microscópicos y de fraccionamiento celular indican 


que las proteínas destinadas a las membranas apical o basolateral 
se transportan inicialmente juntas a las membranas de la red del 
trans-Golgi. En ciertos casos, las proteínas destinadas a la membrana 
apical se seleccionan en sus propias vesículas de transporte, que bro- 
tan de la red trans-Golgi y, luego, se mueven hacia la región apical, 
mientras que las proteínas destinadas a la membrana basolateral se 
seleccionan a sus vesículas que se mueven a la región basolateral. Los 
diferentes tipos de vesículas pueden distinguirse por Sus constitu- 
yentes proteicos, que incluyen diferentes proteínas Rab y v-SNARE, 
que, aparentemente, las dirigen al dominio de membrana plasmática 
adecuado. En este mecanismo, la agregación de las proteínas desti- 
nadas a la membrana apical o basolateral ocurre a medida que las 
proteínas carga se incorporan a tipos particulares de vesículas que 


brotan desde la red trans-Golgi. 
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FIGURA 14-24 Procesamiento proteolítico de las proproteínas en 

las vías de secreción constitutiva y regulada. El procesamiento de la 
proalbúmina y la proinsulina es típico de las vías constitutiva y regulada, 
respectivamente. Las endoproteasas que funcionan en este procesamiento 
cortan en el lado C-terminal de dos aminoácidos consecutivos. (a) La 
endoproteasa furina actúa sobre los precursores de las proteínas secretadas 
constitutivas. (b) Dos endoproteasas, PC2 y PC3, actúan sobre los precursores 
de las proteínas secretadas reguladas. El procesamiento final de muchas 
proteínas de este tipo está catalizado por una carboxipeptidasa que quita 
secuencialmente dos residuos de aminoácidos básicos en el extremo 
C-terminal de un polipéptido. (Véase D. Steiner y cols, 1992, J. Biol Chern 267:23435) 


que en las células infectadas con el virus de la estomatitis vesiculada 
(VSV, por sus siglas en inglés), los virus de la progenie brotan solo 
desde la membrana basolateral. Esta diferencia ocurre porque la 
glucoproteína HA del virus de la gripe se transporta desde el complejo 
de Golgi exclusivamente a la membrana apical y la proteína G del 
VSV se transporta solamente a la membrana basolateral (Fig. 14-25). 
Aún más, cuando el gen que codifica la proteína HA se introduce a 
células no infectadas por técnicas de DNA recombinante, toda la HA 
expresada se acumula en la membrana apical, lo que indica que la 
señal de clasificación reside en la glucoproteína HA en sí y no en otras 
proteínas del virus producidas durante la infección viral. 

Entre las proteínas celulares que sufren una clasificación similar 
apical-basolateral en el aparato de Golgi están aquellas con un ancla 
de membrana glucosilfosfatidilinositol (GPI). En las células MDCK, 
y en la mayoría de otros tipos de células epiteliales, las proteínas 
ancladas GPI se dirigen a la membrana apical. En las membranas, 
las proteínas ancladas GPI se agrupan en balsas de lípidos que son 
ricas en esfingolípidos (véase el Cap. 10). Este hallazgo sugiere que 
las balsas de lípidos se localizan en la membrana apical junto con 
proteínas que, preferencialmente, los dividen en muchas células; sin 
embargo, el ancla GPI no es una señal de clasificación apical en todas 


Glucoproteína HA del virus de la gripe 


Clasificación 
apical directa 


Transcitosis 


FIGURA 14-25 Clasificación de las proteínas destinadas 
para las membranas apical y basolateral de las células 
polarizadas. Cuando las células MDCK cultivadas se 
infectan simultáneamente con el VSV y el virus de la gripe, 

la glucoproteína G del VSV (en púrpura) aparece solo en la 
membrana basolateral, mientras que las glucoproteína HA de 
la gripe (verde) aparece solo en la membrana apical. Algunas 
proteínas celulares (círculo anaranjado), especialmente 
aquellas con un ancla GPI, se clasifican de manera similar 
directamente a la membrana apical, y otras, a la membrana 
basolateral (no se muestra) por medio de vesículas de 

Y proteína apical transporte específicas que brotan de la red trans-Golai. 

En ciertas células polarizadas, algunas proteínas apicales 

y basolaterales son transportadas juntas a la superficie 
Membrana basolateral; las proteínas apicales (óvalo amarillo) se mueven 
plasmática luego de manera selectiva, por endocitosis y transcitosis, a la 
apical membrana apical. (De k. Simons y A. Wandinger-Ness, 1990, Cell 62.207, y K 
Mostov y cols, 1992 ) Cell Biol 116577) 


Ancla GPI 
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las celulas polarizadas: en las cólulas de la tiroides, por ejemplo, las 


protemas ancladas GOL se dirigen a la membrana basolateral, Otras, 


distintas de las ancladas GPL secuencias 10 UNICAS, han sido iden 


titicadas como necesarias y suficientes para dicigtr las protemas al 


us : , ; y “ellas, cada pr ví Ñ , 
dominio apical o al basolateral. Un lagar de ellas, cada proteína de 


membrana puede contener multiples señales de clasificación, cual- 


quiera de las cuales puede dirigirla al dominio de membrana plas- 


mática adecuada, La identificación de estas señales complejas y de 
las protemas de la cubierta de la vesicula que las reconocen es inves- 
tigada actualmente para una diversidad de proteínas distintas que 
ss seleccionan a dominios de membranas específicos en las células 
epiteliales polarizadas. 

Otro mecanismo para seleccionar proteínas apicales y basolate- 
rales, tambien ilustrado en la Figura 14-25, opera en los hepatocitos. 
Las membranas basolaterales de los hepatocitos enfrentan la sangre 
(como ocurre en las células epiteliales del intestino), y las membra- 
nas apicales tapizan los canales intercelulares pequeños a los cuales 
se secreta la bilis. En los hepatocitos, las proteínas apicales y basola- 
terales recién sintetizadas primero se transportan en vesículas desde 
la red trans-Golgi a la región basolateral y se incorporan a las mem- 
branas plasmáticas por exocitosis (p. ej., la fusión de la membrana de 
la vesicula a la membrana plasmática). Desde allí, las proteínas baso- 
laterales y apicales son endocitadas en las mismas vesículas, pero sus 
caminos divergen. Las proteínas basolaterales endocitadas se dirigen 
a vesículas de transporte que las reciclan a la membrana basolateral. 
Por el contrario, las proteínas endocitadas destinadas a la membrana 
apical son clasificadas a vesículas de transporte que se mueven a tra- 

vés de la célula y se fusionan con la membrana apical en un proceso 
llamado transcitosis. Este proceso también se emplea para mover 
materiales extracelulares de un lado de un epitelio a otro. Incluso 
en las células epiteliales como las MDCK, en las cuales ocurre una 
selección de proteínas apical-basolateral en el aparato de Golgi, la 
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- Las proteínas de secrec! 


exocitosis. La 
puede desempeñar un papel 
das a la vía regulada. 


ransportadas a través de la vía secretora sufren cor. 
riores al Golgi que dan como resultado proteínas 
maduras activas. Generalmente, puede ocurrir la maduración proteol;. 
tica en vesículas que llevan proteínas de la red trans-Golgi a la superf. 


cie celular en el endosoma tardío o en el lisosoma. 


« Muchas proteínas t 
tes proteolíticos poste 


- En las células epiteliales polarizadas, las proteínas de la membrana 


das a los dominios apical O basolateral de la membrana plasmá- 
tica son clasificadas en la red trans-Golgi a diferentes vesículas de trans- 
porte (véase la Fig. 14-25). El ancla GP] es la única señal de clasificación 


apical-basolateral identificada hasta el momento. 


destina 


- En los hepatocitos y algunas otras células polarizadas, todas las pro- 
teínas de la membrana plasmática se dirigen primero a la membra- 
na basolateral. Las proteínas destinadas a la región apical luego son 
endocitadas y se mueven a través de la célula a la membrana apical 


transcitosis puede proporcionar una función de edición por la cual 
una proteína apical seleccionada de modo incorrecto a la membrana 
basolateral podría someterse a endocitosis y, luego, ser entregada co- 


(transcitosis). 


rrectamente a la membrana apical. 


14.5 Endocitosis mediada por receptor 


En las secciones previas hemos explorado las principales vías po! 
las cuales las proteínas solubles y las secretadas de membrana sin- 
tetizadas en el RE rugoso son entregadas a la superficie celular 0 
a otros destinos. Las células también pueden internalizar materi- 
les de su entorno y clasificarlos a destinos particulares. Unos pocos 
tipos celulares (p. ej., los macrófagos) pueden tomar una bacteria 
completa y otras partículas grandes por fagocitosis, un proceso nO 
selectivo mediado por actina en el cual extensiones de la membra- 
na plasmática envuelven el material ingerido formando vesículas 
grandes llamadas fagosomas (véase la Fig. 17-19). Por el contrario, 
todas las células eucariotas continu 5 | 
en la endocitosis, 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 14.4 


Etapas finales de la vía secretora 


« La red trans-Golgi (RTG) es un punto de ramificación central en la vía 
secretora en el que las proteínas solubles por secretarse, las proteínas 
lisosómicas y algunas proteínas de la membrana celular destinadas a 
las membranas basolateral o apical se segregan en diferentes vesículas 
de transporte. 


amente están comprometidas 


b UN proceso en el cual una pequeña región de la 
membrana plasmática se invagina p da 


por membrana con un di 
metro. En una form 


* Muchas vesículas que brotan de la red trans-Golgi, así como las vesí- 
culas endocíticas, llevan una cubierta compuesta de complejos de PA 
ara formar una vesícula rodea 
ámetro aproximado de 0,05-0,1 um de diá- 


An na de endocitosis, llamada pinocitosis, se captal 
pequeñas gotas de líquido extracel : 
en él de forma no e 
emb 


(proteína adaptadora) y clatrina (véase la Fig. 14-18). 


* El desprendimiento de las vesículas cubiertas con clatrina requiere 
dinamina, que forma un collar alrededor del cuello del brote de la vesí- 


ular y cualquier material disuelt 
cula e hidroliza el GTP (véase la Fig. 14-19). Y q 
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ceptor específico de la superficie celular se une estrechamente a un 
ligando macromolecular extracelular que reconoce; la región de la 
membrana plasmática que contiene el complejo receptor-ligando se 
invagina luego y se desprende, transformándose en una vesícula de 
transporte. 

Entre las macromoléculas comunes que internalizan las células 
de los vertebrados por endocitosis mediada por receptor se encuen- 
tran las partículas que contienen colesterol, llamadas lipoproteínas 
de baja densidad (LDL, por sus siglas en inglés); la proteína trans- 
portadora de hierro transferrina; muchas hormonas proteicas (p. 
ej. insulina), y ciertas glucoproteínas. La endocitosis mediada por 
receptor de tales ligandos en general ocurre vía vesículas recubier- 
tas de clatrina/PA2 y vesículas en un proceso similar al empaqueta- 
miento de las enzimas lisosómicas por la unión de manosa 6-fosfato 
(M6P) en la red trans-Golgi (véase la Fig. 14-22). Como se dijo pre- 
viamente, algunos receptores M6P se encuentran sobre la superficie 
celular y participan en la endocitosis mediada por receptor de las 
enzimas lisosómicas que se secretan de forma errónea. En general, 
las proteínas receptoras integrales de la membrana que operan en la 


(a) 


Ferritina-LDL 0,2 um 
¡ pra, 
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FIGURA EXPERIMENTAL 14-26 Las etapas iniciales de la endocitosis 
mediada por receptor de las partículas de lipoproteínas de baja 
densidad (LDL) se revelan mediante microscopia electrónica. Los 
Abroblastos humanos cultivados se incubaron en un medio que contenía 
partículas de LDL unidas de forma covalente a la proteína electrodensa con 
hierro ferritina; cada pequeña partícula de hierro de la ferritina se ve como 
un punto pequeño en el microscopio electrónico. Las células se incubaron 
inicialmente a 4 ”C; a esa temperatura, la LDL puede unirse a su receptor 
pero no se produce la internalización. Después de lavar el exceso de LDL no 
unida a las células, estas se calentaron a 37 *C y, luego, se prepararon para 


captación de ligandos extracelulares se internalizan desde la super- 
ficie de la célula durante la endocitosis y, luego, son seleccionadas 
y recicladas nuevamente a la superficie de la célula de forma simi- 
lar al reciclado de los receptores M6P a la membrana plasmática y 
el trans-Golgi. La velocidad a la cual se internaliza un ligando está 
limitada por la cantidad de su receptor correspondiente en la su- 


perficie celular. 
Los sacos de clatrina/PA2 constituyen hasta el 2 por ciento de 
itos y fibroblastos. Se 


la superficie de las células, tales como hepatocI 

han observado muchos ligandos internalizados en estos sacos y vesí- 
culas que se piensa que funcionan como intermediarios en la endo- 
citosis de la mayoría (aunque no de todos) los ligandos unidos a los 
receptores de la superficie celular (Fig. 14-26). Algunos receptores 
están agrupados sobre invaginaciones recubiertas COn clatrina aun 
en ausencia de un ligando; otros receptores difunden libremente en 
el plano de la membrana plasmática pero sufren un cambio de con- 
formación cuando se unen al ligando, de modo tal que cuando el 
complejo receptor-ligando difunde al interior de un saco recubierto 
con clatrina, queda retenido allí. Se pueden ver dos o más tipos de 
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Ferritina-LDL 


la microscopía a intervalos periódicos. (a) Un hoyo recubierto que muestra 

la cubierta de clatrina en su superficie interior (citosólica) poco después de 
haber elevado la temperatura. (b) Un hoyo que contiene LDL, aparentemente 
cerrándose sobre sí mismo para formar una vesícula cubierta. (c) Una vesícula 
cubierta que contiene partículas de LDL marcadas con ferritina. (d) Partículas 
de LDL marcadas con ferritina en la superficie lisa de un endosoma temprano 6 
minutos después de haber comenzado la internalización. (Las fotografías son cortesia 
de R Anderson. Reimpreso con autorización de ) Goldstein y cols, Nature 279 679 Copyright 1979 


Macmillan Journals limited. Véase también M S Brown y ) Goldstein, 1986, Science 232: 34) 
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ligandos unidos al receptor, como LDL y transferrina en el mismo 
hoyo recubierto o vesícula. 


Las células captan lípidos de la sangre en forma 
de complejos lipoproteicos grandes bien definidos 


Los lípidos absorbidos de la dieta en los intestinos o almacenados 
en el tejido adiposo pueden distribuirse a las células a través del 
organismo. Para facilitar la transferencia masiva de los lípidos entre 
las células, los animales desarrollaron una forma eficiente de em- 
paquetar los cientos a miles de moléculas de lípidos en acarreado- 
res hidrosolubles macromoleculares, llamados lipoproteínas, que 
las células pueden captar de la circulación como un conjunto. Una 
partícula de lipoproteína tiene una cubierta compuesta por proteí- 
nas (apolipoproteínas) y una monocapa fosfolipídica que contiene 
colesterol. La cubierta es anfipática porque su superficie externa 
es hidrófila, lo cual hace que estas partículas sean hidrosolubles, 
y su superficie interna es hidrófoba. Adyacente a la superficie in- 
terna hidrófoba de la cubierta hay un núcleo de lípidos neutros 
que contienen principalmente esteres de colesterilo, triglicéridos o 
ambos. Las lipoproteínas de los mamíferos caen en diferentes clases 
definidas por sus diferentes densidades de flotación. La clase que 
consideraremos aquí es la de las lipoproteínas de baja densidad 
(LDL, por sus siglas en inglés). Una partícula de LDL típica, dibu- 
jada en la Figura 14-27, es una esfera de 20-25 nm de diámetro. La 
cubierta externa anfipática está compuesta por una monocapa de 
fosfolípido y una molécula única de una proteína grande conocida 
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FIGURA 14-27 Modelo de lipoproteína de baja densidad (LDL). Esta y las 
otras clases de lipoproteínas tienen la misma estructura general: una cubierta 
anfipática compuesta por una monocapa fosfolipídica (no una bicapa), 
colesterol y proteína y un núcleo hidrófobo compuesto principalmente 
por esteres de colesterilo o triglicéridos, o ambos, con cantidades menores 
de otros lípidos neutros (p. ej. algunas vitaminas). Este modelo de LDL se 
basa en métodos de microscopía electrónica y otros de tipo biofísico de 
baja resolución. La LDL resulta Única en el sentido de que contiene solo una 
única molécula de un tipo de apolipoproteina (apoB) que parece envolverse 
alrededor del exterior de la partícula como una banda de proteína. Las 

otras lipoproteínas contienen múltiples moléculas de apolipoproteina, 55n 
frecuencia de diferentes tipos. (Adaptado de M. Krieger, 1995, en E. Haber, ed. Molecular 


Cardiovascular Medicine, Scientific American Medicine, pp. 31-47) 
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como apoB-100; el núcleo de la partícula está empaquetado cop el 
colesterol en forma de esteres de colesterilo. 

Se han empleado dos enfoques experimentales generales pay, 
estudiar cómo las partículas de LDL entran a las células. El Primer 
método emplea LDL marcado mediante la unión covalente de 125] Ñ 
las cadenas laterales de los residuos de tirosina de la apoB-100 de las 
superficies de las partículas de LDL. Después de que las células cy]. 
tivadas se incuban durante varias horas con la LDL marcada es pos;. 
ble determinar cuánta LDL está unida a las superficies de las células, 
cuánta se ha internalizado y cuánto del componente Apo 100 de la 
LDL ha sido degradado por la hidrólisis enzimática a aminoácidos 
individuales. La degradación de la apoB-100 puede ser detectada 
por la liberación de la 125] _tirosina al medio de cultivo. La Figura 
14-28 muestra el curso temporal de los eventos en el procesamiento 
celular de LDL mediada por receptor, determinado por experimen- 
tos de pulso y caza con una concentración fija de LDL marcada con 
1251. Estos experimentos demostraron con claridad el orden de los 
eventos: unión de LDL a la superficie > internalización — degra- 
dación. El segundo enfoque implica el etiquetado de partículas de 
LDL con una marca electrodensa que puede ser detectada mediante 
microscopia electrónica. Estos estudios pueden revelar los detalles 
del modo en que las partículas de LDL se unen primero a la superfi- 
cie de las células en invaginaciones endocitícas con clatrina y, luego, 
permanecen asociadas con los hoyos recubiertos a medida que se in- 
vaginan y brotan para formar vesículas cubiertas para, finalmente, 
ser transportadas a los endosomas (véase la Fig. 14-26). 
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FIGURA EXPERIMENTAL 14-28 El experimento de pulso y caza 
demuestra relaciones precursor-producto en la captación celular de 
LDL. Los fibroblastos normales cultivados de la piel se incubaron en un medio 
que contenía '*I-LDL durante dos horas a 4 “C (el pulso). Después de que el 
exceso de 'I-LDL no unido a las células se lavó, las células se incubaron a 

37 *C durante las cantidades de tiempo indicado en ausencia de LDL externa 
(la caza). Las cantidades de '*l-LDL unida a la superficie internalizada y 
degradada (hidrolizada) fueron medidas. La unión (pero no la internalización 
ni la hidrólisis) de la LDL apoB-100 ocurre durante el pulso a 4 *C. Los datos 
muestran la desaparición muy rápida de la “5I-LDL de la superficie a medida 
que se internaliza después de que las células se han calentado para permitir 
los movimientos de la membrana. Después de un período de pausa de 15-20 
minutos comienza la degradación lisosómica de la '1-LDL internalizada. (Vease 
MS. Brown y J. L. Goldstein, 1976, Cell. 9:663). 


Los receptores de las lipoproteínas de baja 
densidad y otros ligandos contienen señales de 
clasificación que los marcan para la endocitosis 


La clave para comprender el modo en que las partículas de LDL se 
unen a la superficie celular y, luego, son captadas al interior de ve- 
sículas endocíticas provino del descubrimiento del receptor de LDL 
(LDLR, por sus siglas en inglés). El receptor de LDL es una glucopro- 
teína de 839 residuos con un segmento integral de membrana único; 
tiene un segmento citosólico C-terminal corto y un segmento e 
plasmático N-terminal largo que contiene el dominio que une LDL. 
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FIGURA 14-29 Vía endocítica para la internalización de la lipoproteína 


de baja densidad (LDL). Paso Il: los receptores de LDL de la superf : 
se unen a una proteína apoB embebida en la capa externa de fosfolípidos de 


las partículas de LDL. La interacción entre la señal de clasificación NPXY en la 


cola citosólica del receptor de LDL y el complejo PA2 incorpora el complejo 
formación. Paso EJ: los hoyos 


receptor-ligando a las vesículas endocíticas en 
(o brotes) cubiertos de clatrina contienen complejos receptor-LDL y se 
desprenden mediante los mismos mec 
emplean para formar las vesículas de clatrina/PA1 en la red trans-Golgi (véase 
la Fig. 14-19). Paso EX después de que se desprende la cubierta de la vesícula, 


Ácidos grasos 


cie celular 


anismos mediados por dinamina que se 


Siete repeticiones ricas en cisteína forman el dominio de unión al 

ligando que interactúa con la molécula apoB-100 en una partícula de 

LDL. La Figura 14-29 muestra el modo en que las proteínas del recep- 

tor de LDL facilitan la internalización de las partículas de LDL por la 
endocitosis mediada por receptor. Después de que las partículas de 
LDL internalizadas llegan a los lisosomas, las proteasas lisosómicas 
hidrolizan sus apolipoproteínas de superficie y las esterasas de co- 
lesterilo lisosómicas hidrolizan sus esteres de colesterilo centrales. El 
colesterol no esterificado, entonces, es libre de abandonar el lisosoma, 
y puede ser usado según se necesite por la célula en la síntesis de las 
membranas de varios derivados del colesterol. 


A pH neutro, el brazo de unión 
al ligando está libre para unirse 
a otra partícula de LDL 


Membrana plasmática N 


la vesícula endocítica no cubierta (el endosoma temprano) se fusiona con el 
endosoma tardío. El pH acídico de este compartimiento provoca un cambio 
de conformación en el receptor de LDL que lleva a la liberación de la partícula 
de LDL unida. Paso El: el endosoma tardío se fusiona con el lisosoma y las 
proteínas y los lípidos de la partícula de LDL libre se degradan a sus partes 
constituyentes por enzimas del lisosoma. Paso El: el receptor de LDL recicla la 
superficie celular, donde, al pH neutro del medio externo, el receptor sufre un 
cambio de conformación de tal modo que puede unir otra partícula de LDL. 
(Véanse M. S. Brown y ). L. Goldstein, 1986, Science 232:34, y G Rudenko y cols, 2002, Science 298 2353) 
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El descubrimiento del receptor de LDL y la comprensión del 

modo en que funciona provinieron del estudio de células de 
pacientes con hipercolesterolemia familiar (HF), una enfermedad 
hereditaria marcada por el colesterol LDL plasmático elevado y que 
actualmente se sabe está causada por mutaciones en el gen LDLR, 
En pacientes que tienen una copia normal y una defectuosa del gen 
LDLR (heterocigotos), el colesterol LDL de la sangre está aumenta- 
do aproximadamente al doble. En aquellos que tienen los dos genes 
LDLR defectuosos (homocigotos), los niveles de colesterol están in- 
crementados entre cuatro y seis veces con respecto a lo normal. Los 
heterocigotos HF desarrollan, por lo común, enfermedad cardiovas- 
cular aproximadamente diez años antes que las personas normales, 
y los homocigotos mueren de forma habitual por ataques cardíacos 
antes de completar la tercera década de vida. 

Una diversidad de mutaciones en el gen que codifica el receptor 
de LDL puede provocar hipercolesterolemia familiar. Algunas mu- 
taciones impiden la síntesis de la proteína LDLR; otras impiden el 
plegamiento adecuado de la proteína receptora en el RE, llevando a 
su degradación prematura (Cap. 13); otras mutaciones disminuyen 
la capacidad del receptor de LDL para unirse a esta estrechamente. 
Un grupo particularmente informativo de receptores mutantes se 
expresa en la superficie celular y une la LDL normalmente, pero 
no puede mediar la internalización de la lipoproteína unida. En in- 
dividuos con este tipo de defecto, los receptores de la membrana 
plasmática para otros ligandos se internalizan con normalidad, pero 
el receptor de LDL mutante no se recluta en el interior de los hoyos 
cubiertos. El análisis de este receptor mutante y de otros receptores 
de LDL mutantes generados experimentalmente y expresados en fi- 
broblastos identificó un motivo de cuatro residuos en el segmento 
citosólico del receptor que resulta crucial para su internalización: 
Asn-Pro-X-Tyr, donde X puede ser cualquier aminoácido. La señal 
de clasificación NPXY se acopla al complejo PA2, uniendo la cubier- 
ta de clatrina/PA2 al segmento citosólico del receptor LDL en los 
hoyos recubiertos. Una mutación en cualquiera de los residuos con- 
servados de la señal NPXY abolirá la capacidad del receptor de LDL 
de ser incorporado a los hoyos recubiertos. 

Un pequeño número de individuos que exhiben los síntomas habi- 
tuales asociados con la hipercolesterolemia familiar producen recepto- 
res de LDL normales. En estos individuos, el gen que codifica la subuni- 
dad proteica PA2 que une la señal de clasificación NPXY es defectuoso; 
en consecuencia, los receptores de LDL no se incorporan a las vesícu- 
las clatrina/PA2 y la endocitosis de las partículas de LDL se encuentra 
comprometida. El análisis de los pacientes con este trastorno genético 
destaca la importancia de las proteínas adaptadoras en el tránsito de 
proteínas mediado por las vesículas de clatrina. M 


Los estudios de mutaciones han mostrado que otros recep- 
tores de la superficie celular pueden ser dirigidos a formar hoyos 
de clatrina/PA2 por una señal de clasificación YXXF. Recuerde, de 
nuestro análisis previo, que esta misma señal de clasificación recluta 
proteínas de la membrana a vesículas de clatrina/PA1 que brotan 
de la red trans-Golgi, uniéndose a una subunidad de PA1 (véase el 
Cuadro 14-2). Todas estas observaciones indican que YXXF es una 
señal extensamente usada para clasificar proteínas de la membrana 
y dirigirlas a las vesículas cubiertas con clatrina. 

En algunas proteínas de la superficie celular, sin embargo, hay 
otras secuencias (p. ej., Leu-Leu) o moléculas de ubicuitina ligadas 
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covalentemente que señalan la endocitosís. Entre las PrOLCÍnas a, 
ciadas con vesículas clatrina/PA2, a COmncnen dominjos qu 
específicamente se unen 4 la ubicuitina, y vá ha hipotetizado que 
estas proteínas asociadas A vesículas si la "Incorporación Selec 
tiva de proteínas de membrana ubicuitina as en vesículas endo; 
ticas. Como se describirá más adelante, la EUqueta de Ubicuitina en 
proteínas de membrana endocitadas también es FeCONOCIda €p yy, 
etapa posterior en la vía endocítica y a pee función +, 
entregar estas proteínas al interior del lisosoma donde se degradar, 


El pH ácido de los endosomas tardíos provoca 
la disociación de la mayoría de los complejos 


receptor-ligando 


La velocidad global de la internalización endocítica de la membrana 
plasmática es bastante elevada: los fibroblastos cultivados regular. 
mente internalizan el 50% de sus proteínas de superficie y fosfolí- 
pidos por hora. La mayoría de los NES penes de la superficie celu- 
lar que sufren endocitosis depositarán repetidamente sus ligandos 
dentro de la célula y, luego, los reciclarán a la membrana plasmát;- 
ca nuevamente para mediar la internalización de las moléculas de 
ligando. Por ejemplo, el receptor de LDL completa un ciclo hacia 
adentro y hacia afuera de la célula cada 10-20 minutos, con un total 
de varios cientos de viajes en su espectro de vida de 20 horas. 

Los complejos internalizados receptor-ligando comúnmente 
siguen la vía que se muestra para el receptor M6P en la Figura 14- 
22 y para el receptor de LDL en la Figura 14-29. Los receptores 
de la superficie celular endocitados típicamente se disocian de sus 
ligandos dentro de los endosomas tardíos que se ven como vesí- 
culas esféricas con membranas ramificadas tubulares localizados a 
unos pocos micrómetros de la superficie celular. Los experimentos 
originales que definieron las vesículas de clasificación del endo- 
soma tardío utilizaron el receptor de la asialoglucoproteína. Esta 
proteína específica del hígado media la unión y la internalización 
de las glucoproteínas anormales, cuyos oligosacáridos terminan 
en galactosa en lugar de terminar en ácido siálico normal; de all', 
el nombre asialoglucoproteína. La microscopia electrónica de las 
células hepáticas perfundidas con asialoglucoproteína revelan que 
5-10 minutos después de la internalización las moléculas del ligan- 
do se encuentran en la luz de los endosomas tardíos, mientras que 
las extensiones de la membrana tubular son ricas en receptores ) 
en raras ocasiones contienen ligando. Estos hallazgos indican que 
el endosoma tardío es el orgánulo en el cual los receptores y 10 
ligandos se desacoplan. 
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FIGURA 14-30 Modelo para la unión dependiente de pH de las 
partículas de LDL por el receptor de LDL. Diagrama esquemático de un 
receptor de LDL a pH neutro en la superficie celular (a) y a pH acídico en el 
interior del endosoma tardío (b). (a) En la superficie celular, la apoB-100 de 

la superficie de una partícula de LDL se une estrechamente al receptor. De 
las siete repeticiones (R1-R7) del brazo que une al ligando, R4 y R5 parecen 
ser las más críticas para la unión de LDL. (b, arriba) Dentro del endosoma, 

los residuos de histidina con dominio impulsor B del receptor de LDL se 
protonan. El impulsor cargado positivamente puede unirse con alta afinidad 
al brazo que une al ligando que contiene residuos con carga negativa, lo que 
provoca la liberación de la partícula de LDL. (b, abajo) Densidad electrónica 
experimental y modelos de trazas de C, de la región extracelular del receptor 
de LDL a pH 5,3 basados en el análisis de cristalografías de rayos X. En esta 
conformación ocurren extensas interacciones hidrofóbicas y iónicas entre el 
impulsor B y las repeticiones R4 y R5. (La parte [b], tomada de G Rudenko y cols, 2002, 
Science 298:2353). 


para promover la disociación de la mayoría de los receptores endo- 
citados de sus ligandos estrechamente unidos. 

El mecanismo por el cual el receptor de LDL libera las partículas 
de LDL unidas ahora se comprende en detalle (Fig. 14-30). A un pH 
endosómico de 5,0-5,5, los residuos de histidina en una región co- 
nocida como el dominio B-propulsor del receptor se protonan, for- 
mando un sitio que puede unirse con alta afinidad a las repeticiones 
negativamente cargadas del dominio que une LDL. Esta interacción 


intramolecular secuestra las repeticiones en una conformación que 


no puede unirse simultáneamente a la apoB-100, provocando así la 


liberación de la partícula de LDL unida. 


La vía endocítica entrega hierro a las células 
sin disociar el complejo receptor-transferrina 
en los endosomas 


La vía endocítica que implica el receptor de transferrina y su 
ligando difiere de la vía de la LDL en que el complejo receptor- 
ligando no se disocia en los endosomas tardíos; sin embargo, los 
cambios en el pH también median la clasificación de los receptores 
y los ligandos en la vía de la transferrina que funciona para entregar 
hierro a las células. : 

Una glucoproteína principal de la sangre, la transferrina, trans- 
porta el hierro a todas las células del tejido desde el hígado (el prin- 
cipal sitio de almacenamiento de hierro en el organismo) y desde 
el intestino (el sitio de absorción de hierro). La forma sin hierro, 
apotransferrina, une dos ¡ones Fe** muy estrechamente para formar 
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ferrotransferrina. Todas las células de mamífero contienen recepto- 
res de transferrina en la superficie celular que unen con avidez fe- 
rrotransferrina a pH neutro, después de lo cual la ferrotransferrina 
unida al receptor sufre endocitosis. Al igual que los componentes de 
una partícula de LDL, los dos átomos de Fe** unidos permanecen en 
la célula, pero la parte de apotransferrina del ligando no se disocia 
del receptor en el endosoma tardío y, a los pocos minutos de haber 
sido endocitada, la apotransferrina vuelve a la superficie celular y se 
secreta desde la célula. 

Como se muestra en la Figura 14-31, la explicación para la con- 
ducta del complejo transferrina-receptor-ligando radica en la capa- 
cidad única de la apotransferrina para permanecer unida al receptor 
de transferrina a bajo pH (5,0-5,5) de los endosomas tardíos. A pH 
menor de 6,0, los dos átomos de Fe** unidos se disocian de la ferro- 
transferrina y se reducen a Fe** mediante un mecanismo desconoci- 
do y, luego, se exportan al citosol por un transportador endosómico 
específico para los iones metálicos divalentes. El complejo receptor- 
apotransferrina que permanece después de la disociación de los áto- 
mos de hierro se recicla nuevamente a la superficie celular. Aunque 
la apotransferrina se une estrechamente a su receptor a un pH de 5,0 
o 6,0, no se une a pH neutro. Así, la apotransferrina unida se disocia 
del receptor de transferrina cuando las vesículas que reciclan se fu- 
sionan con la membrana plasmática y el complejo receptor-ligando 
encuentra el pH neutro del líquido intersticial extracelular o medio 
de cultivo. El receptor reciclado está libre entonces para unirse a 
otra molécula de ferrotransferrina, y la apotransferrina liberada es 
llevada por el torrente sanguíneo hacia el hígado o el intestino para 
ser recargada con hierro. 
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FIGURA 14-31 Ciclo de la transferrina, operativo en todas las células 
de mamífero en crecimiento. Paso ll: el dímero de transferrina que lleva 
dos átomos de Fe** unidos, llamado ferrotransferrina, se une al receptor 

de transferrina de la superficie celular. Paso EX interacción entre la cola 

del receptor de transferrina y el complejo adaptador PA2 que incorpora 

el complejo receptor-ligando a las vesículas endocíticas cubiertas de 
clatrina. Pasos EJ y BJ: la cubierta de la vesícula se desprende y las vesículas 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 14.5 


Endocitosis mediada por receptor 


- Algunos ligandos extracelulares que se unen a receptores específicos 


de la superficie celular son internalizados, junto con sus receptores, 
en vesículas cubiertas de clatrina, cuyas cubiertas contienen, además, 


complejos PA2 (véase la Fig. 14-26). 


- Las señales de clasificación del dominio citosólico de los receptores 
de la superficie celular los dirigen a hoyos recubiertos con clatrina/PA2 
para su internalización. Las señales conocidas incluyen las secuencias 
Asn-Pro-X-Tyr, Tyr-X-X-0 y Leu-Leu (véase el Cuadro 14-2). 
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endocíticas se fusionan con la membrana del endosoma. El Fe** se libera 
desde el complejo receptor-ferrotransferrina en el compartimiento acídico del 
endosoma tardío. Paso El la proteína apotransferrina permanece unida a su 
receptor a este pH y reciclan la superficie celular juntos. Paso Bl: el pH neutro 
del medio externo provoca la liberación de la apotransferrina sin hierro. (Véase A 
Ciechanover y cols,, 1983, ). Biol. Chem, 258:9681). 


«La vía endocítica entrega algunos ligandos (p. ej., partículas de LDL) a 
los lisosomas, donde son degradados. Las vesículas de transporte desde 
la superficie celular se fusionan primero con los endosomas tardío, 
que posteriormente se fusionan con el lisosoma. 


od de los complejos receptor-ligando se disocian en el medio 
A 0 : el endosoma tardío; los receptores se reciclan a la membraná 
p qe uES, mientras que los ligandos son destinados a los lisosomas 
(véase la Fig. 14-29). 


E HUEenO es importado al interior de las células mediante una vía eN 
See en la cual los iones Fe** son liberados desde la ferrotransferrina 
el endosoma tardío. El complejo receptor-apotransferrina recicla 2 la 


superficie celular, donde se disocia liberando tanto el receptor como la 
apotransferrina para volver a ser utilizada. 


14.6 Direccionamiento de las proteínas de 
membrana y materiales citosólicos al lisosoma 


La principal función de los lisosomas es degradar el material extra- 
celular captado por la célula y los componentes intracelulares en 
ciertas condiciones. Los materiales que tienen que degradarse debe- 
rán ser entregados a la luz del lisosoma, donde residen las distintas 
enzimas que participan en la degradación. Como ya se analizó, los li- 
gandos endocitados (p. ej., las partículas de LDL), que se disocian de 
sus receptores en el endosoma tardío, posteriormente entran a la luz 
del lisosoma cuando la membrana del endosoma tardío se fusiona 
con la membrana del lisosoma (véase la Fig. 14-29). De modo simi- 
lar, los fagosomas que llevan bacterias u otro material sólido pueden 
fusionarse con los lisosomas, liberando su contenido en la luz para 
la degradación. 

Es evidente de qué modo el mecanismo de tránsito general de 
las vesículas analizado en este capítulo puede ser empleado para en- 
tregar el contenido luminal de un orgánulo endosómico a la luz del 
lisosoma para su degradación; sin embargo, las proteínas de la mem- 
brana entregadas al lisosoma por el proceso de tránsito vesicular tí- 
pico que hemos analizado en este capítulo deberían ser entregadas fi- 
nalmente a la membrana del lisosoma. Entonces, ¿cómo se degradan 
las proteínas en el lisosoma? Como veremos en esta sección, la célula 
tiene dos vías especializadas distintas para entregar materiales a la 
luz del lisosoma a fin de que sean degradados: una para las proteínas 
de la membrana, y otra, para los materiales citosólicos. La primera 
vía, empleada para degradar las proteínas de membrana endocitadas, 
emplea un tipo inusual de vesícula que brota a la luz del endosoma, a 
fin de producir un endosoma multivesiculado. La segunda vía, cono- 
cida como autofagia, implica la formación de novo de un orgánulo 
con doble membrana, conocido como autofagosoma, que envuelve 
material citosólico como proteínas solubles, citosólicas o, en ocasio- 
nes, orgánulos como los peroxisomas O las mitocondrias. Ambas vías 
llevan a la fusión del endosoma multivesiculado o del autofagosoma 
con el lisosoma, depositando el contenido de estos orgánulos en la 


luz lisosómica para su degradación. 


esiculados segregan 
stinadas a la membrana 


estinadas a la 


Los endosomas multiv 
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lisosómica desde las proteinas d 


degradación lisosómica 

tales como las bombas protónicas de la clase 
V y los transportadores de aminoácidos, pueden llevar a cabo) sus fun- 
ciones y permanecer en la membrana del lisosoma, donde están prote- 
gidas de la degradación por las hidrolasas de la luz. Estas proteinas son 
entregadas a la membrana del lisosoma por vesículas de transporte que 
brotan de la red trans-Golgi por los mismos mecanismos básicos de 
ue se describieron en secciones previas. Por el contrario, 
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las proteínas de membrana endocitadas, tales como los receptores 
proteicos que deben ser degradados, son transferidas en su totalidad 
al interior del lisosoma por un sistema de entrega especializado. La 
degradación en los lisosomas de los receptores de la superficie celu- 
lar para las moléculas de señalización extracelular es un mecanismo 
común para controlar la sensibilidad de las células a tales señales 
(Cap. 15). Los receptores que se dañan también están etiquetados 
para la degradación en los lisosomas. 

La evidencia temprana de que las membranas pueden ser entre- 
gadas a la luz de los compartimientos provino de microfotografías 
electrónicas que mostraban vesículas de membrana y fragmentos de 
ellas dentro de los endosomas y los lisosomas. Experimentos parale- 
los hechos en levaduras revelaron que las proteínas receptoras endo- 
citadas dirigidas a la vacuola (el organismo de la levadura equivalen- 
te al lisosoma) estaban asociadas primariamente con los fragmentos 
de membrana y pequeñas vesículas del interior de la vacuola más que 
con la membrana de la superficie vacuolar. 

Estas observaciones sugieren que las proteínas de membrana en- 
docitadas pueden ser incorporadas a vesículas especializadas que se 
forman en la membrana del endosoma (Fig. 14-32). Aunque estas 
vesículas son de tamaño y de aspecto similares a los de las de trans- 
porte, difieren topológicamente. Las vesículas de transporte brotan 
hacia afuera desde la superficie de un orgánulo donante hacia el ci- 
tosol, mientras que las vesículas del interior del endosoma brotan 
hacia adentro desde la superficie hacia la luz (alejándose del citosol). 
Los endosomas maduros que contienen numerosas vesículas en su 
interior habitualmente se llaman endosomas (o cuerpos) multivesicu- 
lados. La membrana de superficie de un endosoma multivesiculado 
se fusiona con la membrana de un lisosoma, entregando, por lo tan- 
to, sus vesículas internas y las proteínas de membrana que contienen 
al interior del lisosoma para la degradación. Así, la clasificación de 
las proteínas en la membrana del endosoma determina cuáles per- 
manecerán en la superficie del lisosoma (p. ej., bombas y transporta- 
dores) y cuáles se incorporarán a las vesículas internas y, finalmente, 
se degradarán en los lisosomas. 

Muchas de las proteínas requeridas para la gemación hacia aden- 
tro de la membrana del endosoma fueron identificadas inicialmente 
por mutaciones de las levaduras que bloqueaban la entrega de las 
proteínas de la membrana al interior de la vacuola. Más de diez pro- 
teínas de “gemación” de este tipo fueron identificadas en las leva- 
duras, la mayoría de ellas con similitudes significativas con relación 
a las proteínas de mamífero, que evidentemente desempeñaban la 
misma función en ellos. El modelo actual de gemación endosómica 
para formar endosomas multivesiculados en las células de mamí- 
fero se basa primariamente en estudios hechos en levaduras (Pig. 
14-33). La mayoría de las proteínas carga que entran al endosoma 
multivesiculado están etiquetadas con ubicuitina. Las proteínas car- 
ga destinadas a ingresar al endosoma multivesiculado, por lo gene- 
ral, reciben su etiqueta de ubicuitina en la membrana plasmática, la 
RTG o la membrana del endosoma. Ya hemos visto el modo en que 
el etiquetado con ubicuitina puede servir como una señal para la 
degradación de proteínas mal plegadas del RE o del aparato de Golgi 
por acción del proteasoma (véanse los Caps. 3 y 13). Cuando se em- 
plea como una señal para la degradación proteasómica, la etiqueta 
de ubicuitina habitualmente consiste en una cadena de moléculas 
de ubicuitina unidas covalentemente (poliubicuitina), mientras que 
la ubicuitina empleada para etiquetar proteínas para su entrada al 
endosoma multivesiculado, por lo general, toma la forma de una 
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FIGURA 14-32 Entrega de las proteínas de la membrana plasmática al 
interior del lisosoma para su degradación. Los endosomas tempranos 
que llevan las proteínas endocitadas de la membrana plasmática (azul) y las 
vesículas que llevan las proteínas lisosómicas de membrana (verde) de la red 
trans-Golgi se fusionan con el endosoma tardío transfiriendo sus proteínas 
de membrana a la membrana endosómica (pasos y FJ). Las proteínas que 
deben degradarse, como las que provienen del endosoma temprano, se 
incorporan a las vesículas que brotan en el interior del endosoma tardío, 


molécula simple (monoubicuitina). En la membrana del endosoma, 
una proteína periférica de la membrana etiquetada con ubicuitina, 
conocida como Hrs, facilita el reclutamiento de un conjunto de tres 
complejos proteicos distintos a la membrana. Los ESCRT (endosomal 
sorting complexes required for transport, complejos de clasificación 
endosómica requeridos para el transporte) incluyen la proteína que 
une ubicuitina Tsg101. Las proteínas ESCRT asociadas a la membra- 


Citosol 


FIGURA 14-33 Modelo del mecanismo para la Proteína Hrs 


formación de endosomas multivesiculados. En 

la formación de los endosomas, la Hrs ubicuitinada 
sobre la membrana del endosoma dirige la carga de 
proteínas carga específicas de la membrana (azul) 

al interior de los brotes de vesículas y, luego, recluta 
proteínas ESCRT a la membrana (paso MM). Nótese ) 
que tanto la Hrs como las proteínas carga reclutadas 
están etiquetadas con ubicuitina. Después de que 

el conjunto de complejos ESCRT unidos media la 
compleción y el desprendimiento de las vesículas 
que brotan hacia el interior (paso PJ), estas se 
desensamblan por acción de la ATPasa Vps4 y vuelven 
al citosol (paso EJ). Véase el texto para un análisis. 
Adaptado de O Pornillos y cols. 2002, Trends Cell. Biol 12:569) 
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formando, finalmente, un endosoma multivesiculado que contiene muchas 
vesículas internas de este tipo (paso EJ). La fusión directa de un endosoma 
multivesiculado con un lisosoma libera las vesículas internas a la luz del 
lisosoma, donde pueden degradarse (paso EJ). Dado que las bombas 
protónicas y otras proteínas de la membrana del lisosoma normalmente 
no se incorporan a las vesículas endosómicas internas, son entregadas a la 
membrana del lisosoma y protegidas de la degradación. (Véanse F. Reggiori y D. 
Klionsky, 2002, Eukaryo!. Cell 1:11, y D. J. Katzkmann y cols, 2002, Nature Rev. Mol. Cell. Biol. 3:893) 


na actúan para impulsar la gemación de las vesículas dirigidas hacia 
el interior del endosoma, así como para ubicar las proteínas carga 
monoubicuitinadas específicas dentro de las vesículas en gemación, 
Finalmente, las proteínas ESCRT se desprenden de la vesícula, libe- 
rándola, junto con las proteínas carga específicas que contiene, en 
el endosoma. Una ATPasa conocida como Vps4 emplea la energía 
de la hidrólisis del ATP para desensamblar las proteínas del ESCRT, 
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liberándolas del citosol para otro ciclo de gemación. En el evento de 
fusión que desprende una vesícula endosómica completa, las pro- 
teínas del ESCRT y la Vps4 pueden funcionar como las SNARE y las 
NSF, respectivamente, en el proceso de fusión de la membrana típico 
analizado previamente (véase la Fig. 14-10). 
Los retrovirus brotan de la membrana plasmática 
por un proceso similar a la formación de 
endosomas multivesiculados 


Las vesículas que brotan al interior de los endosomas tienen una to- 
pología similar a la de las partículas de virus con cubierta que brotan 
desde la membrana plasmática de las células infectadas por virus. Más 
aún, experimentos recientes demuestran que es necesario un conjun- 
to común de proteínas para ambos tipos de eventos de gemación de 
membrana. De hecho, los dos procesos son tan similares entre sí en sus 
detalles mecánicos como para sugerir que los virus con envoltura han 
desarrollado mecanismos para reclutar proteínas celulares empleadas 
en el brote endosómico interno para sus propios propósitos. 


El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un retro- 
virus con cubierta que brota desde la membrana plasmática de las 
células infectadas en un proceso impulsado por la proteína Gag, el 
componente estructural principal de las partículas virales comple- 
tas. La proteína Gag se une a la membrana plasmática de una célula 
infectada y aproximadamente 4 000 moléculas de Gag se polime- 
rizan en una cubierta esférica, produciendo una estructura que se 
asemeja a un brote de una vesícula que sobresale hacia el exterior 
desde la membrana plasmática. Estudios de mutación hechos con 
el VIH han revelado que el segmento N-terminal de la proteína 
Gag es necesario para la asociación con la membrana plasmática, 
mientras que el segmento C-terminal se necesita para el despren- 
dimiento de las partículas de VIH completas; por ejemplo, si se 
remueve la porción del genoma viral que codifica para el extremo 
C-terminal de la Gag, los brotes de VIH se formarán en las células 
infectadas pero no se desprenderán y, por lo tanto, no se liberarán 
partículas nuevas del virus. 

La primera indicación de que la gemación del VIH emplea la 
misma maquinaria molecular que la gemación de las vesículas en 
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FIGURA 14-34 Mecanismo de la gemación (a) 
del VIH desde la membrana plasmática. Las 

proteínas necesarias para la formación de los 

endosomas multivesiculados son explotadas por el 

VIH para la formación del virus desde la membrana 
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desde las células infectadas por este virus ocurre 
mediante un mecanismo semejante al que se 
muestra en la Figura 14-33, empleando la proteína 
codificada por el virus Gag y las ESCRT y Vps4 
celulares (pasos MHEJ). La Gag ubicuitinada cercana 
auna partícula en gemación funciona como la Hrs. 
Véase el texto para un análisis. (b) En las células 
silvestres infectadas con el VIH, las partículas del virus 
brotan desde la membrana plasmática y se liberan 
rápidamente al espacio extracelular. (c) En las células 
que carecen de la proteína ESCRT funcional Tsg101, 
la proteina Gag viral forma estructuras densas 
viroides, pero no se puede completar la germación 
de estas estructuras de la membrana plasmática y 

se acumulan cadenas de brotes virales incompletos 
unidos a la membrana plasmática. (Wes Sundquist, 
Unwersidad de Utah) 
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los endosomas provino de la observación de que la Tsg101, una 
proteína ESCRT, se une al extremo C-terminal de la proteína Gag. 
Hallazgos ulteriores han establecido claramente el paralelismo en el 
mecanismo entre ambos procesos; por ejemplo, la Gag se ubicuitina 
como parte del proceso de gemación del virus, y en las células con 
mutaciones en la Tsgl101 o la Vps4 se acumulan brotes del virus 
VIH, pero no pueden desprenderse de la membrana (Fig. 14-34). 
Más aún, cuando un segmento de la proteína Hrs celular se aña- 
de a la proteína Gag truncada por la construcción del gen híbrido 
apropiado se restablecen las adecuadas gemación y liberación de las 
partículas virales. Tomados en conjunto, estos resultados indican 
que la proteína Gag mimetiza la función de la Hrs, redirigiendo las 
proteínas ESCRT a la membrana plasmática, donde pueden funcio- 
nar en la gemación de las partículas virales. 

Otros retrovirus con envoltura, como el virus de la leucemia 
murina y el del sarcoma de Rous, también demostraron necesitar 
complejos ESCRT para su gemación, si bien cada virus parece haber 
desarrollado un mecanismo algo distinto para reclutar los comple- 
jos ESCRT en el sitio de gemación viral. 


La vía autofágica entrega proteínas del citosol 
u orgánulos enteros a los lisosomas 


Cuando las células se encuentran en condiciones de tensión, tales 
como la falta de alimento, tienen la capacidad de reciclar macro- 
moléculas para emplearlas como nutrientes en un proceso de de- 
gradación lisosómica conocido como autofagia (“comerse a sí mis- 
mo”). La vía autofágica implica la formación de una estructura de 
copa con doble membrana aplastada que envuelve una región del 


Mitocondria 


Vesícula 
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FIGURA 14-35 La vía autofágica. La vía autofógica permite que las 
proteínas citosólicas y los orgánulos sean entregados al interior del lisosoma 
para su degradación. En la vía autofágica se forma una estructura CON forma 
de copa alrededor de porciones del citosol (a la derecha) o UN orgánulo 
como una mitocondria, según se muestra aquí (a la izquierda). La adición 
continua de membrana finalmente conduce a la formación de una vesícula 
de autofagosoma que envuelve su contenido con dos membranas completas 


664 CAPÍTULO 14 * Tráfico, secreción y endocitosis vesiculares 


Vías autofágicas 


Lisosoma 


citosol o un orgánulo entero (p. ej. una mitocondria), formang, 
un autofagosoma O Una vesícula autofágica pl Pi La mem. 
brana externa de una vesícula autofágica pue e fusionarse cop j 
lisosoma entregando una vesícula grande limitada por una ica , 
de membrana simple al interior del na De forma Similar a 
lo que ocurre cuando el contenido de los es osomas multivesic. 
lados se entregan al lisosoma, las lipasas nas proteasas dentro del 
lisosoma degradarán la vesícula pan iaR, su contenido a 
componentes moleculares. Las permeasas de aminoácidos en la 
membrana del lisosoma permitirán luego el transporte de los app; 
noácidos libres nuevamente al citosol para ser usados en la Sintesis 


de nuevas proteínas. 
Al estudiar mutantes defectu de | 
tíficos han identificado Otros procesos distintos del reciclado de los 


componentes celulares durante la inanición que también dependen 
de la autofagia. Los experimentos desarrollados, principalmente, en 
moscas del género Drosophila y en ratones mostraron que la autofa. 
gia participa en un tipo de control de calidad que elimina orgánulos 
que han dejado de funcionar adecuadamente. En particular, ha vía 
autofágica puede marcar para la destrucción mitocondrias disfun- 
cionales que han perdido su integridad y ya no tienen un gradiente 
electroquímico a través de su membrana interna. En ciertos tipos 
celulares, las bacterias patógenas y los virus que se multiplican en el 
citosol de las células huésped pueden ser dirigidos a la vía autofági- 
ca a fin de ser destruidos en el lisosoma como parte de un mecanis- 
mo de defensa del huésped contra la infección. 

Para cada uno de estos procesos, y en todos los organismos euca- 
riontes, la vía autofágica ocurre en tres pasos básicos. Aunque los me- 
canismos subyacentes para cada uno de estos pasos se comprenden 


osos en la vía autofágica, los clén. 


Atg12 
Atg5, Atg16 


Atg8 


(paso ID. La fusión de la membrana externa con la membrana de un lisosoma 
libera una vesícula con una sola Capa y su contenido al interior del lisosomá 
(paso EJ). Después de la degradación de los componentes proteicos y 
lipídicos por hidrolasas al interior del lisosoma, los aminoácidos liberados 
son transportados a través de la membrana del lisosorna al citosol. Entre las 
proteinas que se sabe que participan en la vía autofágica se incluye la AtG8. 
que forma una estructura de cubierta alrededor del autofagosoma. 


escasamente, se piensa que están relacionados con los mecanismos 
básicos Para el transporte de vesículas analizados en este capítulo. 

Nucleación de vesículas autofágicas Se cree que una vesícula au- 
tofágica S€ origina a partir de un fragmento de un orgánulo rodeado 
de membrana. El origen de esta membrana ha sido difícil de rastrear 
porque NO se conocen proteínas integrales de la membrana -las 
cuales podrían servir para identificar el origen de esta membrana- 
que resulten necesarias para la formación de la vesícula autofágica. 
Estudios hechos en levaduras han mostrado que algunos mutantes 
defectuosos en el tránsito en el aparato de Golgi también tienen 
defectos en la autofagia, lo cual sugiere que la vesícula autofágica 
deriva inicialmente de un fragmento del aparato de Golgi. La au- 
tofagia inducida por inanición parece ser un proceso no específico 
en el cual una porción cualquiera del citoplasma, incluyendo los 
orgánulos, es envuelta por un autofagosoma. En estas situaciones, 
el sitio de la nucleación probablemente sea azaroso. En casos en los 
cuales los orgánulos defectuosos son envueltos por el autofagosoma 
deberá haber algún tipo de señal o sitio de unión sobre la superficie 
del orgánulo para dirigir la nucleación de la vesícula autofágica. 


Crecimiento y compleción de la vesícula autofágica La nueva 
membrana debe ser entregada a la membrana del autofagosoma para 
que este orgánulo en forma de copa crezca. Este crecimiento proba- 
blemente ocurra por la fusión de las vesículas de transporte con la 
membrana del autofagosoma. En rastreos genéticos en mutantes de 
levaduras defectuosas en la autofagia se han identificado alrededor 
de treinta proteínas que participan en la formación de los autofago- 
somas; una de estas proteínas es la Atg8, que se muestra en la Figura 
14-35 y está ligada al lípido fosfatidiletanolamina y, así, se une a la 
lamela citoplasmática de la vesícula autofágica. La asociación de la 
Atg8 con una vesícula de membrana parece ser el paso clave en capa- 
citar la vesícula para fusionarse con el autofagosoma en crecimiento. 
La fusión de las vesículas que contienen Atg8 con el autofagosoma 
implica la formación de un ensamble citosólico de Atg12, Atg5 y 
Atg16. La Atg12 es de estructura similar a la ubicuitina, y un conjunto 
de proteínas relacionadas a las enzimas que conjugan ubicuitina es 
responsable de la unión covalente de la Atg12 a la Atg5 mediante un 
proceso similar al empleado para unir covalentemente la ubicuitina 
a una proteína diana (véase la Fig. 3-29). El dímero covalentemente 
unido Atg12-Atg5 se coensambla luego con la Atgl6 para formar un 
complejo polimérico localizado con el sitio de los autofagosomas 
en crecimiento. Se cree que, mediante un mecanismo desconocido, 
este complejo citosólico lleva a cabo la fusión con las vesículas que 
contienen Atg8 en un autofagosoma con forma de copa. 


El direccionamiento de la vesícula autofágica y su fusión Se cree 
que la membrana externa del autofagosoma completo contiene un 
conjunto de proteínas que dirigen la fusión con la membrana del 
lisosoma. Dos proteínas de unión a la vesícula han demostrado ser 
necesarias para la fusión del autofagosoma con el lisosoma, pero 
no se han identificado las proteínas SNARE correspondientes. La 
fusión del autofagosoma con el lisosoma ocurre después de que la 
Atg8 se ha liberado de la membrana por escisión proteolítica, y este 
e solo cuando la vesícula autofágica ha for- 
de doble membrana sellado. Así, 
teínas de fusión y evitar la 
| lisosoma. 


paso de proteólisis ocurr 
mado completamente un sistema 
la proteína Atg8 parece enmascarar pro 
fusión prematura del autofagosoma COR € 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 14.6 


Direccionamiento de las proteínas de membrana 
y materiales citosólicos al lisosoma 


« Las proteínas de la membrana endocitadas destinadas a la degrada- 
ción en el lisosoma son incorporadas a vesículas que brotan al interior 
del endosoma. Los endosomas multivesiculados que contienen muchas 
de estas vesículas internas pueden fusionarse con el lisosoma para en- 


tregar las vesículas al interior de este (véase la Fig. 14-32). 


+ Algunos de estos componentes celulares (p. €). ESCRT) que median 
el brote hacia dentro de las membranas endosómicas se emplean en la 
genación y el desprendimiento de los virus con cubierta, tales como el 
VIH, desde la membrana plasmática de las células infectadas por los 
virus (véanse las Figs. 14-33 y 14-34). 


- Una porción del citoplasma de un orgánulo completo (p. ej. una 
mitocondria) puede estar envuelta en una membrana aplanada y ser, 
finalmente, incorporada a una vesícula autofágica de doble membrana. 
La fusión de la membrana externa con el lisosoma entrega el conteni- 
do envuelto al interior del lisosoma para su degradación (véase la Fig. 
14-35). 


Perspectivas para el futuro 


La información bioquímica, genética y estructural presentada en 
este capítulo muestra que ahora tenemos una comprensión básica 
del modo en que el tránsito de proteínas fluye de un compartimien- 
to celular limitado por membrana a otro. Nuestra comprensión de 
estos procesos provino en gran medida de experimentos sobre la 
función de varios tipos de vesículas de transporte. Estos estudios 
han conducido a la identificación de muchos componentes vesicu- 
lados y al descubrimiento del modo en que ellos operan en conjunto 
para conducir la gemación de vesículas para incorporar el conjun- 
to correcto de moléculas carga desde el orgánulo donante y, luego, 
para mediar la fusión de una vesícula completa con la membrana de 
un orgánulo diana. 

A pesar de estos avances, todavía queda mucho por aprender 
acerca de etapas importantes de las vías secretora y endocítica. Por 
ejemplo, aún ignoramos qué tipo de proteínas forman las cubiertas 
de las vesículas reguladas o constitutivas de la secreción que brotan 
desde la red trans-Golgi. En el mismo sentido, ignoramos qué carac- 
terística de la membrana del aparato de Golgi determina si brotará 
de ella una vesícula cubierta COPI o una vesícula cubierta de cla- 
trina/PA. En ambos casos, la unión de una proteína ARF a la mem- 
brana del aparato de Golgi parece iniciar la gemación de la vesícula. 
Aún más, los tipos de señales de las proteínas carga que pueden 
etiquetarlas para ser empaquetadas en vesículas de secreción aún 
no se han definido. Otro proceso desconcertante es la formación 
de vesículas que brotan desde el citosol, tales como las que entran 
a los endosomas multivesiculados. Si bien algunas de las proteínas 
que participan en la formación de estas vesículas endosómicas “in- 
ternas” se conocen, no sabemos qué es lo que determina su forma 
o qué tipo de proceso hace que se desprendan de la membrana do- 
nante. De forma similar, el origen y el crecimiento de la membrana 
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Perspectivas para el futuro 


de la vesícula autofágica se comprenden también escasamente, En el 
futuro, estos y otros pasos escasamente comprendidos del tránsito 
de vesículas deberían poder analizarse a través del uso de la mis- 
ma combinación poderosa de métodos bioquímicos y genéticos que 
han delineado las partes operativas de las vesículas de COPI, COPI 
y clatrina/PA. 

Además de comprender los mecanismos básicos que dirigen el 
tránsito de las proteínas carga en las vías secretora y endocítica, un 
objetivo central de la investigación en esta área es definir todas las 
señales que dirigen las proteínas a locaciones intracelulares especí- 
ficas. Aunque un número de secuencias de este tipo se conoce (véase 
el Cuadro 14-2), apenas hemos comenzado a compilar un catálogo 
de estas señales de direccionamiento y del contexto en el cual se 
leen. El objetivo último será deducir, comenzando por la secuencia 
de codificación primaria de un gen dado cualquiera, el patrón de 
tránsito y la localización intracelular del producto génico proteico. 
Nuestra capacidad de extraer completamente la información bioló- 
gica de la secuencias genómicas será comprendida solamente cuan- 


do tengamos la capacidad de leer la información del tránsito desde 
las secuencias primarias de las proteínas. 


Palabras clave 
complejos PA manosa 6-fosfato (M6P) 648 
(proteína adaptadora) 646 endosomas 
transportador anterógrado 640 multivesiculados 661 
proteína ARF 635 proteínas Rab 638 
autofagia 661 endocitosis mediada 
maduración de la cisterna 629 por receptor 655 


clatrina 634 

secreción constitutiva 651 
COPI 634 

COPII 634 

dinamina 647 

vía endocítica 627 


secreción regulada 651 
transporte retrógrado 640 
mutantes sec 632 

vía secretora 627 

señales de clasificación 637 
transcitosis 654 


proteínas ESCRT 000 red trans-Golgi (RTG) 629 
endosoma tardío 629 vesículas de transporte 627 
lipoproteína t-SNARE 634 

de baja densidad (LDL) 656 v-SNARE 634 


Revisión de los conceptos 


1. Los estudios de Palade y sus colegas usaron el marcado de pulso 
y caza de aminoácidos radiactivamente marcados y de autorradio- 
grafía para visualizar la localización de las proteínas recién sintetiza- 
das en las células acinosas pancreáticas. Estos experimentos iniciales 
proporcionaron información muy valiosa acerca de la síntesis pro- 
teica y el transporte intercompartimental. Los nuevos métodos han 
reemplazado estos enfoques iniciales, pero aún son necesarios dos 
requisitos básicos, para cualquier ensayo, a fin de estudiar este tipo de 


transporte proteico. ¿Cuáles son y cómo los enfoques experimentales 
recientes satisfacen sus criterios? 
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2. El brote de las vesículas está asociado con las proteínas de Cubierta 
¿Cuál es el papel de las proteínas de Cubierta en el brote de las ves;. 
culas? ¿De qué modo se reclutan las proteínas de la cubierta en las 
membranas? ¿Qué tipos de moléculas es probable que sean Incluidos 
o excluidos de las vesículas recién formadas? ¿Cuál es el ejemplo e 
jor conocido de una proteína que probablemente esté implicada en 1, 
liberación de las vesículas? 


3. El tratamiento de las células con la droga brefeldina A (BFA) tiene 
el efecto de quitar la cubierta a las membranas del aparato de Golgi, 
dando como resultado una célula en la cual la gran mayoría de las 
proteínas del aparato de Golgi se encuentra en el Bb ¿Qué inferencias 
puede hacer a partir de esta observación con relación a los papeles de 
las proteínas de la cubierta, además de la promoción de la formación 
de vesículas? Prediga qué tipo de mutación en la Arfl podría tener el 
mismo efecto que tratar las células con la BFA. 


4. La microinyección de un anticuerpo conocido como EAGE que 
reacciona con la región de la “bisagra” de la subunidad P de la COPI 
provoca acumulación de las enzimas del aparato de Golgi en las ve- 
sículas de transporte e inhibe el transporte anterógrado de vesículas 
recién sintetizadas desde el RE hacia la membrana plasmática. ¿Qué 
efecto tiene el anticuerpo sobre la actividad COPI? Explique los re- 
sultados. 


5. La especificidad en la fusión entre las vesículas implica dos proce- 
sos discretos y secuenciales. Describa el primero de los dos procesos 
y su regulación por las proteínas interruptoras GTPasa. ¿Qué efecto 
sobre el tamaño de los endosomas tempranos podría resultar de la 


sobreexpresión de una forma mutante de la Rab5 que está fijada en el 
estado unido a GTP? 


6. Sec18 es un gen de las levaduras que codifica NSE. Es una clase de 
mutante C en la vía secretora de las levaduras. ¿Cuál es el papel mecá- 
nico de la NSF en el tránsito de la membrana? Según lo indica su geno- 
tipo de la clase C, ¿por qué una mutación NSF produce acumulación 
de vesículas en la que parece haber solo una etapa de la vía secretora? 


7. ¿Qué característica de la síntesis del procolágeno evidenció precoz- 
mente el modelo de maduración de las cisternas de Golgi? 


8. Las señales de clasificación que causan el transporte retrógrado 
de una proteína en la vía secretora se conocen en ocasiones como 
secuencias de recuperación. Haga una lista de los dos ejemplos co- 
nocidos de secuencias de recuperación para proteínas solubles y de 
membrana del RE. ¿De qué manera la presencia de una secuencia de 
recuperación en una proteína soluble del RE resulta en su recupera- 
ción desde el complejo cis-Golgi? Describa el modo en que el con- 


cepto de ió ] 
p Ana secuencia de recuperación es esencial para el modelo de 
maduración de la cisterna. 


9. Los co ] í 
en a de proteína adaptadora de la clatrina (PA) se unen 
mente a la cara citosólica de las proteínas de la membrana y 


también i á i | 
¡en interactúan con la clatrina. ¿Cuáles son los cuatro complejos 
proteicos adaptadores conocidos? 


PA3 sugiere que la clatrina es un 
central compuesta de proteínas 
10. La enfermedad de las célu 
humano heredado en el direccionamie 
una clase entera de proteínas, | 
es el defecto molecular en ] 


¿Qué observación con respecto a la 
a Proteína accesoria a una cubierta 
adaptadoras? 
las 1.es un ejemplo clásico de un defecto 
nto de las proteínas que afecta 
as enzimas solubles del lisosoma. ¿Cuál 
a enfermedad de las células 1? ¿Qué afecta 
a clase entera de proteínas? ¿Qué otros ti- 
a producir el mismo fenotipo? 


el direccionamiento de un 
pos de mutaciones podrí 


€ 


11. La RTG, la red trans-Golgi, es el sitio de múltiples procesos de 
clasificación a medida que las proteínas y los lípidos salen del com- 
plejo de Golgi. Compare y contraste la clasificación de proteínas a los 
lisosomas Con el empaquetamiento de las proteínas en los gránulos 
secretores regulados, tales como los que contienen insulina. Compare 
y contraste la clasificación de proteínas a las superficies celulares ba- 
solateral y apical en las células MDCK y a los hepatocitos. 


12. ¿Qué revela el brote de los virus de la gripe y de la estomatitis vesi- 
culada (VSV) de las células MDCK polarizadas acerca de la clasifica- 
ción de las proteínas de la membrana plasmática recién sintetizadas 
hacia los dominios apical o basolateral? Considere ahora el siguiente 
resultado: un péptido con una secuencia idéntica al dominio cito- 
plasmático de la proteína G del VSV inhibe el direccionamiento de 
la proteína G a la superficie basolateral y carece de efecto en el direc- 
cionamiento de la HA a la membrana apical, pero un péptido en el 
cual un único residuo de tirosina está mutado a una alanina no tiene 
efecto sobre la proteína G en su direccionamiento a la cara basolate- 
ral. ¿Qué le dice esto acerca del proceso de clasificación? 


13. Describa el modo en que el pH desempeña un papel en la regu- 
lación de la interacción entre la manosa 6-fosfato y el receptor de la 
manosa 6-fosfato. ¿Por qué el aumento del pH de los endosomas lle- 
va a la secreción de enzimas lisosómicas recién sintetizadas al medio 
extracelular? 

14. ¿Qué características mecánicas se comparten entre (a) la forma- 
ción de endosomas multivesiculados por gemación al interior del en- 
dosoma y (b) la gemación hacia el exterior del VIH en la superficie 
de la célula? Usted desea diseñar un péptido inhibidor/competidor 
de la gemación del VIH y decide mimetizar en un péptido sintético 
una porción de la proteína Gag del VIH. ¿Qué porción de la proteína 
Gag del VIH sería una elección lógica? ¿Qué proceso celular normal 
bloquearía este inhibidor? 

15. Las vías fagocítica y autofágica cumplen dos funciones fundamen- 
tales, pero ambas entregan sus vesículas al lisosoma. ¿Cuáles son las 
diferencias fundamentales entre ambas vías? Describa los tres pasos 
básicos en la formación y la fusión de las vesículas autofágicas. 

16. Compare y contraste la ubicación y la sensibilidad al pH de la 
interacción receptor-ligando de las vías de endocitosis mediada por 
receptor (EMR) de la LDL y la transferrina. 

17. ¿Qué revelan las mutaciones del dominio citoplasmático del re- 


ceptor de LDL (LDLR) que provocan hipercolesterolemia familiar 
acerca de la vía de la endocitosis mediada por receptor (EMR)? 


Análisis de los datos 


1. Para examinar la especificidad de la fusión de membrana conferida 
por las v-SNARE y t-SNARE específicas, los investigadores reconsti- 
tuyeron liposomas (membranas lipídicas artificiales) con complejos 
t-SNARE o v-SNARE específicos (véase McNew y cols., 2000, Nature 
407:153-159). Para medir la fusión, los liposomas con v-SNARE tam- 
bién contenían un lípido fluorescente a una concentración relativa- 
mente elevada, de modo tal que su fluorescencia se autoapagaba (el au- 
toapagado es la reducción de la fluorescencia relativo a lo esperado. En 
éste caso, el autoapagado ocurre porque los lípidos fluorescentes están 
demasiado concentrados e interfieren con la capacidad del resto como 
para excitarse). Al fusionarse estos liposomas con los que carecían del 


lípido fluorescente, los lípidos con fluorescencia se diluían y disminuía 
el autoapagado. Tres conjuntos de liposomas se prepararon empleando 


complejos t-SNARE de las levaduras: con t-SNARE de la membrana 
plasmática, con t-SNARE del aparato de Golgi y con t-SNARE vacuolar. 
Cada uno de ellos se mezcló con liposomas fluorescentes que conte- 


nían una de tres v-SNARE diferentes de levaduras. Se obtuvieron los 


siguientes datos: 


v-SNARE 1 v-SNARE 2 v-SNARE 3 
tSNARE = 
> membrana 
. plasmática 
E 
E 
e) 
E 
e tSNARE = Golgi 
[0 
yo] 
yo] 
lso) 
o 
- 
2 (SNARE = 
= vacuolar 


Tiempo después de la mezcla 


a. ¿Qué puede deducirse de estos datos acerca de la especificidad de 
los eventos de fusión de la membrana? 
b. ¿Dónde podría esperar encontrar v-SNARE 1, 2 y 3 en las leva- 


duras? 
c. ¿Qué clase de experimento diseñaría para determinar en qué lu- 
gar de la vía secretora se requeriría un v-SNARE in vivo? 


d. El dominio citoplasmático de la v-SNARE 2 se ha expresado y 
purificado a partir de E. coli. Cantidades variables de este dominio se 
incubaron con los liposomas de t-SNARE de Golgi o con liposomas 
v-SNARE 2; luego, los liposomas se lavaron y quedaron libres de pro- 
teína unida. Los distintos liposomas se mezclaron según se indicó y se 
midió la fluorescencia de cada muestra una hora después de mezcladas. 
¿De qué manera podrían explicarse los datos? ¿Cómo podría predecir 
el resultado si las levaduras sobreexpresaran el dominio citoplasmático 
de la v-SNARE 2? 


Liposomas v-SNARE 2 incubados con el 

dominio citoplasmático de v-SNARE 2 y, 

SS luego, mezclados con liposomas de 
a tSNARE del Golgi 


= , 
*e Liposomas de t-SNARE de Golgi incubados 


Intensidad de la 
fluorescencia 


y, luego, mezclados con liposomas con 
v-SNARE 2 


Cantidad añadida de dominio 
citoplasmático de v-SNARE 2 


2. Usted ha diseñado genéticamente una proteína fluorescente verde 
(PEV) que contiene la secuencia KDEL. Cuando el constructo es trans- 
ferido a fibroblastos humanos normales y examinado al microscopio 
de fluorescencia se ve fluorescencia en todo el citoplasma, según se 
muestra más abajo. 
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Análisis de los datos 


con el dominio citoplasmático de v-SNARE 2 


a. ¿Cómo explicaría este patrón, dado que se supone que KDEL es 
una secuencia de clasificación específica para el RE? 


b. Para analizar los resultados más ampliamente se reunieron frac- 
ciones de diferentes orgánulos y del citoplasma a partir de células que 
expresaban este constructo de PFV que contenía KDEL y, luego, se exa- 
minaron con el método de transferencia Western empleando anticuer- 
pos contra la PFV (de 27 kDa) y la proteína isomerasa disulfuro (PDI), 
una proteína residente del RE rugoso (RER) de, aproximadamente, 
55 kDa. 


sx 
nO Vos 
e SS SS 
o S o y S 
Ed e OS $ > 
2 > o y y 
eN e o S ES 
S 9 ES ES ES 
£ o o eS 2 
PA RI ES 
90 kDa 
72 kDa 
66 kDa 
40 kDa 
21 kDa 


La transferencia confirma la presencia de PFV exclusivamente en el 
citoplasma y, como se esperaba, una señal PDI en la fracción RER. 
¿Cómo explicaría la banda de PDI, aunque débil, en la fracción de Gol- 
gi? Dada la función de las proteínas PDI, ¿qué esperaría si ambos alelos 
de un gen de PDI estuvieran inactivados en un ratón? 


c. Los anticuerpos empleados más arriba no detectan ninguna se- 
ñal en la fracción nuclear, lo cual indica su especificidad o el hecho de 
que no se aislaron proteínas y se cargaron en el carril de la fracción nu- 
clear. ¿Qué anticuerpo debería usarse para mostrar que había proteínas 
nucleares presentes en esta muestra? 


3. Un niño parece estar afectado por la enfermedad de las células 1, 
pero cuando la muestra de sus proteínas (columna 3*, abajo), aisladas 
de fibroblastos de la piel, se compara con las muestras de proteínas de 
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la. 


fibroblastos de sus padres (columnas 1 y 2) y de sus hermanos o 
nas 4 a 6), todos sanos, empleando método de transferencia We 


m 


; Stern ; 
acetilglucosamina fosfotransferasa (- 145kp, ' 
dy 


- 43 kDa), se observa lo siguiente: 


anticuerpos contra N- 
actina (control carga, 


150 kDa 
102 kDa 
86 kDa 
49 kDa 
31 kDa 


En un segundo conjunto de experimentos, la N-acetilglucosamina fos- 
fotransferasa se aisló de las células del niño afectado y de sus padres, 
sanos, y se empleó en un ensayo con ?**P para medir la actividad enzi- 
mática y la producción de manosa 6-fosfato. El ensayo dio los siguien- 
tes resultados: 


150 


125 
£ 
3 100 
A 
$ £ O Padre 
Mo») 
ga X Niño 
E 
= O Madre 

50 

25 

0 
sd 5 15 30 60 1220 240 


Tiempo (min) a 37 *C 


a. Á partir de fibroblastos cultivados del niño, diseñe un exper” 
mento empleando anticuerpo de N- asferasá 


y Microscopía de fluorescencia y ex a 


explicar por qué el niño presenta sí 
medad de células 1. 


acetilglucosamina fosfotransit! 

t 
traiga los resultados que perm! ; 
ntomas similares a los de la €”! 


A 


y 


b. Dados los resultados de estos tres experimentos, ¿cómo explica- 
ría los síntornas de la enfermedad de células | presentes en el niño y qué 
experimento propondría para probar su hipótesis? 


c. Una microfotografía confocal de barrido láser de las células 
MDCK marcadas con un anticuerpo contra el receptor de manosa 
6-fosfato muestra lo siguiente: 


Superficie apical 


2 le 
GEES .pm 
% RER > O 


an 


Superficie basal 


¿Cómo explicaría el marcado de las superficies apical y basolateral para 
un receptor cuya función es dirigir las enzimas desde la red trans-Golgi 


(RTG) hacia el lisosoma? De modo similar, ¿qué explica la marca vista 
en el RER? 
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EXPERIMENTO CLÁSICO 14.1 


Seguimiento de una proteína hacia el exterior de la célula 


J Jamieson y G. Palade, 1966, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 55(2):424-43 1 


a llegada de la microscopia electrónica 
Dona a los investigadores ver la célu- 
la y sus estructuras con un nivel de detalle 
sin precedentes. George Palade empleó esta 
herramienta no solo para mirar los detalles 
finos de la célula, sino también para analizar 
el proceso de secreción. Combinando la mi- 
croscopia electrónica con los experimentos 
de pulso y casa, Palade descubrió las vías que 
las proteínas seguían para salir de la célula. 


Antecedentes 


Además de sintetizar proteínas para llevar 
a cabo funciones celulares, muchas células 
también producen y secretan proteínas adi- 
cionales que desempeñan sus tareas fuera de 
las células. Los biólogos celulares, incluido 
Palade, se preguntaron cómo las proteínas 
secretadas pasaban desde el interior hacia el 
exterior de la célula. Los experimentos ini- 
ciales que sugerían que las proteínas desti- 
nadas para la secreción se sintetizan en una 
localización intracelular particular y, luego, 
siguen una vía hasta la superficie celular em- 
pleaban métodos que rompían las células 
que sintetizaban una proteína secretada en 
particular y separaban sus diferentes orgá- 
nulos por centrifugación. Estos estudios de 
fraccionamiento celular mostraron que las 
proteínas secretadas pueden encontrarse en 
vesículas rodeadas por membrana derivadas 
del retículo endoplasmático (RE), donde se 
sintetizan, y dentro de los gránulos de zimó- 
geno, desde donde, finalmente, se liberan. 
Desafortunadamente, los resultados de estos 
estudios resultaban difíciles de interpretar 
debido a las dificultades para obtener una 
separación limpia de todos los diferentes or- 
gánulos que contienen proteínas secretadas. 
Para esclarecer adicionalmente la vía, Palade 
se volvió hacia una técnica recién desarro- 
llada: la autorradiografía de alta resolución, 
que le permitió detectar la posición de pro- 
teínas marcadas radiactivamente en cortes 
finos de células que habían sido preparadas 
para el microscopio electrónico de orgánulos 
intracelulares. Su trabajo condujo al hallazgo 
fundamental de que las proteínas secretadas 


viajan dentro de vesículas desde el RE hacia 


el complejo de Golgi y, luego, a la membrana 
plasmática. 


El experimento 


Palade deseaba identificar qué estructuras y 
orgánulos celulares participaban en la secre- 
ción de las proteínas. Para estudiar tal proce- 
so complejo escogió cuidadosamente un sis- 
tema modelo apropiado para sus estudios, la 
célula exocrina pancreática responsable de la 
producción y la secreción de grandes cantida- 
des de enzimas digestivas. Dado que estas cé- 
lulas tienen la propiedad inusual de expresar 
solo proteínas secretadas, una marca general 
para una proteína recién sintetizada, tal como 
la leucina marcada radiactivamente, solo se- 
ría incorporada a moléculas de proteína que 
siguieran la vía de secreción. 

Palade examinó en primer lugar la vía de 
secreción de la proteína in vivo, inyectando 
a cobayas vivas [*H]-leucina, que fue incor- 
porada a las proteínas recién sintetizadas, 
marcándolas radiactivamente. En distintos 
momentos, desde 4 minutos hasta 15 horas, 
sacrificó a los animales y fijó el tejido pan- 
creático. Sometiendo las muestras a autorra- 
diografía y visualizándolas en el microsco- 
pio electrónico pudo seguir la localización 
de las proteínas marcadas en las células en 
diferentes momentos. Como esperaba, la 
radiactividad se localizaba en vesículas en 
el RE en momentos puntuales —inmedia- 
tamente después de la inyección de [*H]- 
leucina— y en la membrana plasmática en 
los últimos puntos de tiempo. La sorpresa se 
produjo en los puntos temporales interme- 
dios. Más que viajar linealmente desde el RE 
hasta la membrana plasmática, las proteínas 
marcadas radiactivamente parecían detener- 
se en el complejo de Golgi en el medio de su 
viaje. Además, no había un momento en el 
cual las proteínas radiomarcadas no queda- 
ran confinadas en las vesículas. 

La observación de que el complejo de Gol- 
gi estaba involucrado en la secreción de las 
proteínas resultó tan sorprendente como 
intrigante. Para establecer completamen- 


te el papel de este orgánulo en la secreción 
de proteínas, Palade se valió de los experi- 
mentos de pulso y caza in vitro, que le per- 
mitieron una monitorización más precisa 
del destino de las proteínas marcadas. Con 
esta técnica de marcado expuso las células al 
precursor radiomarcado —en este caso, [?H]- 
leucina— durante un período breve, cono- 
cido como el pulso. El precursor radiactivo 
fue reemplazado luego con una forma no 
marcada, para el período ulterior de caza. 
Las proteínas sintetizadas durante el período 
de pulso estarían marcadas y se detectarían 
por autorradiografía, mientras que aquellas 
sintetizadas durante el período de caza, las 
cuales no estarían marcadas, no se detecta- 
rían. Palade comenzó cortando el páncreas 
de cobayas en lonchas gruesas que, luego, 
fueron incubadas durante tres minutos en 
un medio que contenía [*H]-leucina. Al fi- 
nal del pulso, añadió un exceso de leucina 
no marcada. Luego, las lonchas de tejido fue- 
ron fijadas para autorradiografía, o bien se 
usaron para el fraccionamiento celular. Para 
asegurarse de que sus resultados fueran un 
reflejo preciso de la secreción de proteína in 
vivo, Palade caracterizó meticulosamente el 
sistema. Una vez convencido de que su sis- 
tema in vitro mimetizaba con precisión la 
secreción de proteínas in vivo, procedió al 
experimento crítico. Hizo pulso de marcado 
en lonchas de tejido con [*H]-leucina duran- 
te tres minutos y, luego, hizo caza de la mar- 
ca durante 7, 17, 37, 57 y 117 minutos con 
leucina no marcada. Nuevamente, la radiac- 
tividad confinada en las vesículas comenzaba 
en el RE, viajaba en vesículas al complejo de 
Golgi y permanecía en las vesículas a medida 
que pasaban a través del aparato de Golgi y a 
la membrana plasmática (véase la Fig. 1). A 
medida que las vesículas viajaban más lejos a 
lo largo de la vía, se volvían más densamente 
empaquetadas con la proteína radiactiva. Á 
partir de esta notable serie de autorradiogra- 
mas en diferentes momentos de caza, Palade 
concluyó que las proteínas secretadas viajan 
en vesículas desde el RE hacia el aparato de 
Golgi y a la membrana plasmática y que, a lo 
largo de este proceso, permanecen en vesicu- 
las y no se mezclan con el resto de la célula. 
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FIGURA 1 Síntesis y movimien 
cas de cobayas en autorradiografía micros 
del marcado con BH] - leucina, se fija el tejido, $ 
electrónico y se fotografía. La semide 
sintetizadas produce gránulos en la emu 
que marcan su posición. (a) A los 3 minutos, 
A los 7 minutos, la mayor parte está en el Golgi. 
parte se encuentra en vesículas inmaduras. 


parte está 


Análisis 

Los experimentos de Palade proporcionaron 
a los biólogos la primera mirada clara sobre 
las etapas de la vía de secreción. Sus estudios 
sobre las células exocrinas del páncreas faci- 
litaron dos observaciones fundamentales. La 
primera, que las proteínas secretadas pasan a 
través del complejo de Golgi en su camino ha- 
cia el exterior de la célula: esta fue la primera 
función asignada al complejo de Golgi; la se- 
gunda, que las proteínas que serán secretadas 


to de las proteínas secretorias pancreáti- 
cópica electrónica. Después 

e corta para miscoscopio 

BH] en las proteínas 
Isión, densos y similares a gusanos, 

los gránulos están sobre el RER. (b) 
(c) Alos 37 minutos, la mayor 
(d) A los 117 minutos, la mayor 


sintegración del 


en gránulos de zimógeno. (Cortesía de J. Jamleson y G. Palade,) 


nunca se mezclan con las proteínas celulares 
del citosol, sino que se segregan en vesículas 
durante todo el camino. Estos hallazgos fue- 
ron obtenidos a partir de dos aspectos impor- 
tantes del diseño experimental. El cuidadoso 
uso de Palade de la microscopia electrónica 
y la autorradiografía le permitió mirar los 
detalles finos de la vía. De igual importancia 
fue la elección del tipo celular destinado a la 
secreción, la célula exocrina pancreática como 
sistema modelo. En un tipo celular distinto, 
cantidades significativas de proteínas no se- 
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cretadas también se hubieran producido du- 
rante el marcado, oscureciendo el destino de 
las proteínas secretadas en particular. 

El trabajo de Palade estableció las bases 
para estudios más detallados. Una vez que 
la vía secretora fue descrita con claridad, 
campos enteros de investigación se abrieron 
para investigar la síntesis y el movimiento de 
proteínas secretadas tanto como el de pro: 
teínas de membrana. Por este trabajo fun- 
damental, Palade recibió el premio Nobel de 
Fisiología y Medicina en 1974. 


La retina del ratón contiene fotorreceptores (púrpura) que detectan la 

luz mediante receptores acoplados a proteína G y otros cuatro tipos de 
neuronas (teñidas con amarillo, verde, rosa y azul) que conectan las células 
fotorreceptoras con el cerebro. (Rachel Wong, Unwersity of Washington) 


inguna célula vive aislada. La comunicación celular es una 

propiedad fundamental de todas las células y formas que se 

desarrollan y funcionan en cada organismo vivo. Incluso los 
microorganismos eucariontes unicelulares, como las levaduras, los 
mohos y los protozoos, se comunican a través de las señales extracelu- 
lares: moléculas secretadas llamadas feromonas que coordinan la agre- 
gación de las células vivas para el apareamiento sexual o la diferencia- 
ción en ciertas condiciones ambientales. En las plantas y los animales, 
son más importantes las hormonas y otras moléculas de señalización 
extracelular que funcionan dentro de un organismo para controlar una 
variedad de procesos, incluyendo el metabolismo de azúcares, grasas 
y aminoácidos, el desarrollo y la diferenciación de tejidos, la síntesis 
y la secreción de proteínas y la composición de líquidos intra y extra- 
celulares. Muchos tipos de células también responden a las señales del 
ambiente externo, incluyendo la luz, el oxígeno, los olores y los sabores 
en los alimentos. 

En cualquier sistema, para que una señal tenga Un efecto sobre 
un blanco, precisa ser recibida. En las células, una señal produce una 
respuesta específica solo en las células diana con receptores para esa 
señal. Para algunos receptores, esta señal es un estímulo físico como la 
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luz, el tacto, o el calor. Para otros, es una molécula química. Muchos 
tipos de químicos se utilizan como señales: pequeñas moléculas (p. ej., 
aminoácidos o derivados de lípidos, acetilcolina), gases (Óxido nítrico), 
péptidos (tales como ACTH y vasopresina), proteínas solubles (p. ej., 
insulina y hormona de crecimiento) y proteínas que están sujetas a la 
superficie de una célula o unidas a la matriz extracelular. Muchas de 
estas moléculas de señalización son sintetizadas y liberadas por células 
de señalización especializadas dentro de organismos multicelulares. La 
mayoría de los receptores se unen a una única molécula o a un grupo 
de moléculas estrechamente relacionadas. 

Algunas moléculas de señalización, en especial moléculas hidrófo- 
bas como los esteroides, los retinoides y la tiroxina, difunden espontá- 
neamente a través de la membrana plasmática y se unen a receptores 
intracelulares; en el Capítulo 7 se analiza en detalle la señalización a 
partir de tales receptores intracelulares. 

Sin embargo, la mayoría de las moléculas de señalización son de- 
masiado grandes y demasiado hidrófilas para penetrar la membrana 
plasmática. ¿Entonces cómo pueden afectar los procesos intracelulares? 
Estas moléculas de señalización se unen a receptores de la superficie 
celular que son proteínas integrales de membrana embebidas en la 
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9) ANIMACIÓN GENERAL: Señalización extracelular 


FIGURA 15-1 Panorama general de la señalización mediante 
receptores de la superficie celular. La comunicación mediante las señales 
extracelulares suele involucrar los siguientes pasos: síntesis de la molécula de 
señalización por las células de señalización y su incorporación en pequeñas 
vesículas intracelulares (paso EI), su liberación en el espacio extracelular por 
exocitosis (paso El) y transporte de la señal hasta la célula diana (paso EJ). La 
unión de la molécula de señalización a una proteína receptora de la superficie 
celular específica desencadena un cambio conformacional en el receptor y 

lo activa (paso EJ) El receptor activado luego activa una o más proteínas de 
transducción de la señal corriente abajo o pequeñas moléculas de segundos 
mensajeros (paso EJ), lo que eventualmente lleva a la activación de una o más 
proteínas efectoras (paso BJ) El resultado final de una cascada de señalización 
puede producir un cambio a corto plazo en la función, en el metabolismo, o 
un movimiento celular (paso EE) o un cambio a largo plazo en la expresión 
génica o en el desarrollo (paso HI). La terminación o la regulación negativa 
de la respuesta celular son causadas por retroalimentación negativa de 
moléculas de señalización intracelular (paso EJ) y por la eliminación de la señal 
extracelular (paso EJ. 


membrana plasmática. En general, los receptores de la superficie ce- 
lular consisten en tres dominios discretos, o segmentos: un dominio 
extracelular que enfrenta el líquido extracelular, otro que atraviesa la 
membrana (transmembrana) y el segmento de dominio intracelular 
que enfrenta al citosol. La molécula de señalización actúa como un li- 
gando, que se une a un sitio complementario estructuralmente sobre 
los dominios que atraviesan la membrana o extracelulares del recep- 
tor. La unión del ligando a su sitio sobre el receptor induce un cambio 
conformacional en el receptor que es transmitido a través del dominio 
que atraviesa la membrana al dominio citoplasmático, lo que da como 
resultado la unión y posterior activación o inhibición de otras proteí- 
nas en el citosol o adheridas a la membrana plasmática. En muchos 
casos, estas proteínas activadas catalizan la síntesis de ciertas moléculas 
pequeñas o cambios de la concentración de un ¡on intracelular como 
el Ca”. Luego, estas proteínas intracelulares o pequeñas moléculas se- 
gundos mensajeros llevan la señal a una o más proteínas efectoras. El 
proceso global de conversión de las señales extracelulares en respuestas 
intracelulares, como así también los pasos individuales en este proceso, 
se llama transducción de la señal (lig. 15-1). 

En los eucariontes, existe alrededor de una docena de clases de re- 
ceptores de superficie celular que activa varios otros tipos de vías de 
transducción de la señal. Nuestro conocimiento de la transducción de 
la señal ha avanzado mucho en años recientes, en gran medida debido 
a que estos receptores y vías están muy conservados y funcionan esen- 
cialmente de la misma forma en organismos tan diversos como moscas, 
gusanos, ratones y seres humanos. Los estudios genéticos combinados 
con análisis bioquímicos han posibilitado que los investigadores tracen 
muchas vías completas de señalización desde la unión del ligando a la 
respuesta celular final. 

Tal vez la clase de receptores más numerosos, que se encuentran 
en organismos que van desde las levaduras hasta los seres humanos, 
son receptores acoplados a proteína G (GPCR). Como su nombre lo 
indica, los receptores acoplados a proteína G consisten en una proteína 
receptora de membrana integral acoplada a una proteína G intracelular 
que transmite señales al interior de la célula. El genoma humano codi- 
fica alrededor de 900 receptores acoplados a proteína G, incluyendo re- 
ceptores en los sistemas visual, olfatorio, gustativo, muchos receptores 
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neurotransmisores y la mayoría de los receptores para hormonas que 
controlan los hidratos de carbono, los aminoácidos, y el metabolismo 
graso e incluso el comportamiento. En general, la transducción de se- 
ñal a través de los GPCR induce cambios a corto plazo en la función 
celular, como un cambio en el metabolismo o el movimiento. Por el 
contrario, la activación de otros receptores de superficie celular princi- 
palmente altera un patrón de expresión génica de la célula que lleva a 
e ecacó din cl y rs comesunc a go pr 
' > y las vias de señalización intracelular que acti- 

van se describen en el Capítulo 16, 
o an gl orns algunos principios ic 
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de las vías de transducción de la señal pa a mo 
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15.1 Transducción de la señal: desde la señal 
extracelular hasta la respuesta celular 


Como se muestra en la bigura 15-1, la transducción de la señal co- 
mienza con la unión de las moléculas de señalización extracelular 
a los receptores de la superficie celular. La unión de las molécu- 
las de señalización a sus receptores induce dos tipos principales de 
respuestas celulares: (1) cambios en la actividad o función de las 
enzimas específicas y otras proteínas que preexisten en la célula y 
(2) cambios en las cantidades de proteínas específicas producidas 
por una célula, por lo general mediante modificaciones de los facto- 
res de transcripción que estimulan o reprimen la expresión génica 
(véase la Fig. 15-1, pasos BA y MB). En general, el primer tipo de 
respuesta se produce más rápidamente que la segunda. Los factores 
de transcripción activados por estas vías en el citosol se mueven al 
interior del núcleo, donde estimulan (u ocasionalmente reprimen) 
la transcripción de genes diana específicos. 


La conexión entre un receptor activado y una respuesta celular 
no es directa y en general involucra diversas proteínas o moléculas 
pequeñas. Colectivamente, esta cadena de intermediarios se deno- 
mina vía de transducción de la señal debido a que transduce, o con- 
vierte, la información de una forma a otra a medida que una señal 
es liberada desde un receptor a sus diana. Algunas de las vías de 
transducción de la señal contienen solo dos o tres intermediarios; 
otros pueden involucrar alrededor de una docena. Independiente- 
mente, la mayoría de las vías contienen miembros de ciertas clases 
de proteínas de transducción de señal que han sido muy conserva- 
das a través de la evolución. 

En esta sección, brindamos un panorama general de los principales 
pasos en la transducción de la señal, comenzando con las moléculas de 
señalización en sí mismas. Exploramos las bases moleculares para la 
unión receptor-ligando y la cadena de acontecimientos iniciada en la 
célula diana por la unión de la señal a su receptor, y nos centramos en 
unos pocos componentes que son centrales en muchas vías de trans- 
ducción de la señal. 


Las moléculas de señalización pueden actuar 
en forma local o a distancia 


Las células responden a muchos tipos diferentes de señales (algunos 
se originan desde afuera del organismo; otros, internamente). Estos 
últimos pueden describirse por el modo en que alcanzan sus diana. 
Algunas moléculas de señalización son transportadas largas distancias 
por la sangre; otros tienen más efectos locales. En los animales, la se- 
ñalización por moléculas extracelulares puede clasificarse en tres tipos 
(endocrina, paracrina o autocrina) según la distancia a la cual actúa 
la señal (Fig. 15-2a-c). Además, ciertas proteínas unidas a membrana 
sobre una célula pueden señalizar directamente una célula adyacente. 

En la forma endocrina, las moléculas de señalización son sinte- 
tizadas y secretadas por células de señalización (p. ej., aquellas que se 
encuentran en las glándulas endocrinas) y transportadas a través del 
sistema circulatorio del organismo; por último, actúan sobre las células 
diana distantes de sus sitios de síntesis. En general, el término hormona 
se refiere a las moléculas de señalización que median la señalización en- 
docrina. La insulina secretada por el páncreas y la adrenalina secretada 
Por las glándulas suprarrenales son ejemplos de hormonas que viajan a 
través de la sangre y así median la señalización endocrina. 


15.1 Transducción de la señal: desde la señal extracelular hasta la respuesta celular 


En la señalización paracrina, las moléculas de señalización libera- 
das por una célula afectan solo a aquellas células diana que se encuen- 
tran en estrecha proximidad. Una célula nerviosa que libera un neu- 
rotransmisor (p. ej., acetilcolina) que actúa sobre una célula nerviosa 
adyacente o una célula muscular (induciendo o inhibiendo contrac- 
ción muscular) es un ejemplo de señalización paracrina. Además de 
los neurotrasmisores, muchas proteínas factores de crecimiento que 
regulan el desarrollo en los organismos multicelulares actúan a cor- 
to alcance. Algunos de estas proteínas factores de crecimiento se unen 
fuertemente a componentes de la matriz extracelular y son incapaces 
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FIGURA 15-2 Tipos de señalización extracelular. (a-c) La señalización 
célula a célula por químicos extracelulares se produce a distancias que van 
desde unos pocos micrómetros en la señalización autocrina y paracrina hasta 
varios metros en la señalización endocrina. (d) Las proteínas adheridas a la 
membrana plasmática de una célula pueden interactuar directamente con los 
receptores de la superficie celular sobre células adyacentes. 
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de actuar como señal con células adyacentes; la posterior degradación 
de estos componentes de la matriz, desencadenada por lesión o infec- 
ción, liberará el factor de crecimiento activo y podrá actuar como señal. 
Muchas proteínas de señalización importantes desde el punto de vista 
del desarrollo se difunden desde la célula de señalización, forman un 
gradiente de concentración e inducen diferentes respuestas dependien- 
do de la concentración de la proteína de señalización. 

En la señalización autocrina, las células responden a las sustancias 
que ellas mismas liberan. Algunos factores de crecimiento actúan de esta 
forma, y las células cultivadas suelen secretar factores de crecimiento 
que estimulan su propio crecimiento y su proliferación. Este tipo de 
señalización es en particular característico de las células tumorales, 
muchas de las cuales producen y liberan un exceso de factores de cre- 
cimiento que estimulan su propia proliferación de forma desregulada e 
inadecuada, un proceso que puede llevar a la formación de un tumor. 

Las proteínas de la membrana integral localizadas sobre la super- 
ficie basal cumplen una función importante en la señalización (Fig. 
15-2d). En algunos casos, tales señales unidas a membrana sobre una 
célula ligan receptores sobre la superficie de una célula diana y desen- 
cadenan su diferenciación. En otros casos, la escisión proteolítica de 
una proteína de señalización unida a membrana libera el segmento 
extracelular, que funciona como una molécula de señalización soluble. 

Algunas moléculas de señalización pueden actuar tanto a corta 
como a larga distancia. Por ejemplo, la adrenalina funciona como una 
hormona sistémica (señalización endocrina) y como un neurotransmi- 
sor (señalización paracrina). Otro ejemplo es el factor de crecimiento 
epidérmico (EGF), que es sintetizado como una proteína integral de 
membrana plasmática. El EGF unido a membrana puede unirse a re- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 1 5-3 Las hormonas de crecimiento se unen 

a su receptor a través de complementariedad molecular. (a) Como 

se determina a partir de la estructura tridimensional del complejo receptor 
de hormona de crecimiento-hormona de crecimiento, 28 aminoácidos 

en la hormona están en la misma interfase de unión con un receptor. Para 
determinar qué aminoácidos son IMportantes para la unión receptor-ligando, 
los investigadores mutaron cada uno de estos aminoácidos de a uno por vez, 
para alanina, y midieron el efecto sobre la unión al receptor. A partir de este 
estudio, se encontró que solo ocho aminoácidos en el factor de crecimiento 
(rosa) contribuyen con el 85% de la energía responsable para la unión 

fuerte del receptor; estos aminoácidos se encuentran distantes entre sí en la 
secuencia primaria pero adyacentes en la proteína plegada. Estudios similares 
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La unión de moléculas de señalización activa 
receptores sobre células diana 


Las proteínas receptoras para las pauenas E Ei 
hidrófilas y las moléculas de señalización patin paa en la superficie 
de la célula diana. La molécula de señalización, O ligando, se Hee a un 
sitio sobre el dominio extracelular del receptor exar alta especificidad 
y afinidad. En general, cada receptor se une a una Unica molécula de 
señalización o a un grupo de moléculas estructuralmente muy relacio. 
nadas. La especificidad de unión de un receptor se refiere a su capacidad 
para unir o no sustancias estrechamente relacionadas. 

La unión del ligando depende de fuerzas débiles, no covalentes (p. 
ej., interacciones de van der Waals e hidrófobas), y la complementa- 
riedad molecular entre las superficies interactuantes de un receptor y 
el ligando (véase la Fig. 2-12). Por ejemplo, el receptor de hormona de 
crecimiento (Fig. 15-3) se une a la hormona de crecimiento pero no a 
otras hormonas con estructuras, aunque no idénticas, sí muy similares, 
De manera parecida, los receptores de acetilcolina unen esta molécula 
pequeña y no otros que difieren solo levemente en la estructura quími- 
ca, mientras que el receptor de insulina une insulina y hormonas rela- 
cionadas llamadas factores de crecimiento insulínico tipo 1 y 2 (IGF-1 
e IGF-2), pero no otras hormonas. 

La unión del ligando a su receptor causa un cambio conformacio- 
nal en el receptor que inicia una secuencia de reacciones que lleva a 
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una respuesta específica dentro de la célula. Los organismos han evo- 
lucionado para utilizar un único ligando a fin de estimular diferentes 
células para responder en diversas formas. Por ejemplo, distintos tipos 
de células pueden tener diferentes grupos de receptores para el mismo 
ligando, cada uno de los cuales induce una vía de respuesta a la señal 
intracelular diferente. De manera alternativa, el mismo receptor pue- 
de encontrarse sobre diversos tipos de célula en un organismo, pero 
la unión de un ligando particular sobre el receptor desencadena una 
respuesta diferente en cada tipo de célula, dado el complemento único 
de proteínas expresadas por la célula. En estas vías, el mismo ligando 
puede inducir a diferentes células para responder en una variedad de 
formas. Esto es lo que se conoce como especificidad efectora del com- 
plejo ligando-receptor. 

Por ejemplo, las superficies de las células de músculo esquelético, 
las células de músculo cardíaco y las acinares pancreáticas que produ- 
cen enzimas digestivas hidrolíticas tienen, cada una, diferentes tipos de 
receptores para acetilcolina. En una célula de músculo esquelético, la 
liberación de acetilcolina de una neurona motora que inerva la célula 
desencadena la contracción muscular mediante la activación de un ca- 
nal iónico impulsado por acetilcolina. En el músculo cardíaco, la libe- 
ración de acetilcolina por ciertas neuronas activa un receptor acoplado 
a proteína G y disminuye la velocidad de contracción y, por ende, el 
ritmo cardíaco. La estimulación de la acetilcolina de las células acina- 
res pancreáticas desencadena una elevación en el [Ca?*] citosólico que 
induce la exocitosis de las enzimas digestivas almacenadas en los grá- 
nulos secretores para facilitar la digestión de un alimento. Por lo tanto, 
la formación de diferentes complejos acetilcolina-receptor en distintos 
tipos de células lleva a diversas respuestas celulares. 


La proteincinasa y las fosfatasas se utilizan en 
prácticamente todas las vías de señalización 


La activación de casi todos los receptores de la superficie celular conlle- 
va directa o indirectamente cambios en la fosforilación de proteínas a 
través de la activación de proteínas cinasas, que añaden grupos fosfato 
a residuos específicos de proteínas diana. Algunos receptores activan 
proteínas fosfatasas, que eliminan los grupos fosfatos de residuos es- 
pecíficos sobre proteínas diana. Los fosfatos actúan en concierto con 
cinasas para alternar la función de diversas proteínas al activarlas O 
desactivarlas (Fig. 15-4). 

En el último recuento, el genoma h 
600 proteincinasas y 100 fosfatasas diferentes. En general, cada pro- 
teincinasa fosforila residuos de aminoácidos específicos en un grupo 
de dianas, o sustratos, proteínas cuyos patrones de expresión en gene- 
ral varían en diferentes tipos de células. Las células animales contie- 
nen dos tipos de proteincinasas: aquellas que añaden fosfasfato a los 
grupos hidroxilos sobre un residuo de tirosina y aquellas que añaden 
fosfato al grupo hidroxilo sobre un residuo de serina o treonina (o 
ambos). Todas las cinasas también se unen a secuencias específicas 
alrededor del residuo fosfarilado, y así es posible observar las secuen- 
cias de aminoácidos alrededor de los residuos de tirosina, serina y 
treonina en una proteína y hacer una buena predicción de qué cinasas 
podría fosforilar este residuo. 

En algunas vías de señalización, el receptor en sí mismo posee 
actividad cinasa intrínseca o bien está unido fuertemente a la cinasa 
citosólica. La Figura 15-5 ilustra una vía de transducción de señal 
simple que involucra una cinasa fuertemente unida a un receptor y 
una proteína diana predominante. En ausencia de un ligando uni- 


umano codifica alrededor de 
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FIGURA 15-4 Regulación de la actividad proteica por un interruptor 
cinasa/fosfatasa. La fosforilación y desfosforilación cíclica de una proteína es 
un mecanismo celular común para la regulación de la actividad proteica. En 
este ejemplo, la proteína diana, o sustrato, se encuentra inactiva (verde claro) 
cuando no está fosforilada y se encuentra activa (verde oscuro) cuando está 
fosforilada; algunas proteínas tienen el patrón opuesto. Tanto la proteincinasa 
como la fosfatasa actúan solo sobre proteínas diana específicas, y sus 
actividades suelen estar altamente reguladas. 


do, la cinasa es mantenida en estado inactivo. La unión del ligando 
desencadena un cambio conformacional en el receptor que lleva a 
la activación de la cinasa adjunta. Luego, la cinasa fosforila la forma 
monomérica, inactiva, de un factor de transcripción específico; esto 
lleva a la dimerización y movimiento del citosol al núcleo, donde se 
activan los genes diana. Una fosfatasa en el núcleo posteriormente eli- 
mina el grupo fosfato del factor de transcripción, y causa que forme 
dos monómeros inactivos y luego los regrese al citosol, donde puede 
ser reactivado por una cinasa asociada a receptor. 

Como este ejemplo lo ilustra, la actividad de todas las proteincina- 
sas es opuesta a la actividad de las fosfatasas, algunas de las cuales son 
en sí mismas reguladas por las señales extracelulares. Así, la actividad 
de una proteína en una célula puede ser una función compleja de las 
actividades de las múltiples cinasas y fosfatasas que actúan sobre esta, 
ya sea directa o indirectamente a través de la fosforilación de otra pro- 
teína. En la regulación del ciclo celular se producen diversos ejemplos 
de este fenómeno, que se describen en el Capítulo 19. 

Muchas proteínas son sustratos de múltiples cinasas, cada una de 
las cuales fosforila diferentes aminoácidos. Cada acontecimiento de 
fosforilación puede modificar la actividad de una proteína diana en 
particular en diferentes formas, algunas activando su función, otras, 
inhibiéndola. Un ejemplo que encontraremos luego es la glucógeno 
fosforilasa cinasa, una enzima reguladora clave en el metabolismo 
de la glucosa. En muchos casos, la adición de un grupo fosfato a un 
aminoácido crea una superficie de unión que le permite a una segun- 
da proteína unirse; en el siguiente capítulo, encontraremos muchos 
ejemplos de tales cinasas que conducen el ensamblado de múltiples 
complejos multiproteínas. 


677 


FIGURA 15-5 Una única vía de transducción 
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Por lo general, la actividad catalítica de una proteincinasa en sí 
misma está modulada por la fosforilación de otras cinasas mediante la 
unión de otras proteínas a ella y por el cambio en la concentración de 
varias moléculas de señalización intracelular pequeñas y metabolitos. 
La cascada resultante de actividad cinasa es una característica común 


de muchas vías de señalización. 


Las proteínas de unión a GTP se utilizan 
con frecuencia en la transducción de señales 


como interruptores 


Muchas de las vías de transducción de señales utilizan proteínas “in- 
terruptoras” intracelulares que activan O desactivan proteínas que se 
encuentran corriente abajo. El grupo más importante de proteínas in- 
tracelulares interruptoras es la superfamilia de las GTPasa. Todas las 
proteínas interruptoras GTPasa existen en dos formas (Fig. 15-6): (1) 
una forma activa (“encendida”) con GTP unido ( guanosina-trifosfato) 
que modula la actividad de las proteínas diana específicas, y (2) una 
forma inactiva (“apagada”) con GDP unido (guanosina-difosfato). 

La conversión del estado inactivo al activo es desencadena por una 
señal (p. ej., la unión de una hormona a un receptor) y mediada por el 
factor de intercambio de nucleótido de guanina (GEF), que causa la libe- 
ración de GDP de la proteína interruptora. La posterior unión de GTP, 
favorecida por su alta concentración intracelular relativa a su afinidad 
de unión, induce un cambio conformacional para la forma activa. El 
principal cambio conformacional involucra dos segmentos altamente 
conservados de la proteína, llamados interruptor 1 e interruptor II, que 
permiten a la proteína unirse y activar otras proteínas de señalización 
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corriente abajo (Fig. 15-7). La conversión de la forma activa de regreso 
al estado inactivo es mediada por una GTPasa que hidroliza lentamente 
el GTP a GDP y P, y altera así la conformación de los segmentos inte- 
rruptores 1 y II! de manera tal que ellos son incapaces de unirse a la pro- 
teína efectora. La GTPasa puede ser una parte intrínseca de la proteína 
G o una proteína separada. 

La velocidad de hidrólisis de GTP regula el tiempo que la proteína 
interruptora permanece en la conformación activa y permite dirigir 
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FIGURA 15-6 Las proteínas interru 
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FIGURA 15-7 Mecanismos de alternancia de las 
proteínas G. La capacidad de una proteina G para 
interactuar con otras proteínas y asi transducir una 
señal difieren en el estado “encendido” unido a GTP 

y el estado “apagado” unido a GDP (a) En el estado 
“encendido”, dos dominios, llamados interruptor | 
(verde) e interruptor ll (azul), están unidos al fosfato 
gamma terminal del GTP a través de interacciones 
con los grupos amida del esqueleto de un residuo 

de treonina y glicina conservada. Cuando tienen 
unido GTP los dos dominios interruptores están en 
una conformación tal que pueden unirse y, por lo 
tanto, activar proteínas efectoras corriente abajo 
específicas. (b) La liberación del fosfato gamma 
mediante la hidrólisis catalizada por GTPasa causa que 
los interruptores | y Il se relajen a una conformación 
diferente, el estado “apagado” inactivo; en este estado, 
son incapaces de unirse a las proteínas efectoras. 

Los modelos con cintas que se muestran aquí 
representan las conformaciones de Ras, una proteína 
G monomérica. Un mecanismo de resorte similar 
cambia la subunidad alfa en las proteínas G triméricas 
entre las conformaciones activa e inactivas mediante el 
movimiento de tres segmentos interruptores. (Adaptado 
de | Vetter y A Wittinghofer, 2001, Science 294:1 299) 


la señal corriente abajo. La velocidad de hidrólisis de GTP suele estar 
modulada por otras proteínas. Por ejemplo, tanto las proteínas ac- 
tivadoras de la GTPasa (GAP) como las proteínas de señalización de 
reguladores de proteína G (RGS) aceleran la hidrólisis de GTP. Muchos 
reguladores de la actividad de la proteína G son en sí mismos contro- 
lados por señales extracelulares. 

Dos clases de proteínas interruptoras GTPasa se utilizan en la seña- 
lización. Las proteínas G triméricas (grandes) directamente se unen y 
son activadas por ciertos receptores de superficie celular. Como se verá 
en la Sección 15.3, los receptores acoplados a proteína G funcionan 
como factores de intercambio de nucleótido de guanina (GEF) (desen- 
cadenan la activación de GDP y la unión de GTP, y activan así a la pro- 
teína G). Las proteínas G monoméricas (pequeñas), como Ras y varias 
otras similares a esta, no se unen a los receptores sino que cumplen fun- 
ciones cruciales en muchas vías que regulan la división y la movilidad 
celulares, como lo evidencia el hecho de que mutaciones en los genes 
que codifican estas proteínas G frecuentemente llevan al cáncer. Otros 
miembros de ambas clases de GTPasa, al alternar entre las formas GTP 
unida “encendida” y GDP unida “apagada”, funcionan en la síntesis de 
proteína, el transporte de proteínas entre el núcleo y el citoplasma, la 
formación de vesículas recubiertas y sus fusiones con las membranas 
diana y reordenamientos del citoesqueleto de actina. 


Los “segundos mensajeros” intracelulares 
transmiten y amplifican señales a partir de muchos 
receptores 

La unión de los ligandos (“primeros receptores”) a muchos receptores 


de la superficie celular lleva a un incremento (o disminución) de corta 
duración en la concentración de ciertas moléculas de señalización in- 


tracelular de bajo peso molecular llamados segundos mensajeros. A su 
vez, estos se unen a otras proteínas y modifican dicha actividad. 

Un segundo mensajero usado en casi todas las células de metazoos 
son los iones Ca?*. En el Capítulo 11 mencionamos que la concentra- 
ción del Ca?* libre en el citosol se mantiene bastante baja (< 107 M) a 
través de la bomba impulsada por ATP que continuamente transporta 
Ca** fuera de la célula o hacia el retículo endoplasmático (RE). La con- 
centración de Ca** citosólico puede elevarse desde 10 hasta 100 veces a 
través de una señal que induce la liberación de Ca?* desde los almace- 
namientos del RE o por su importación a través de los canales de calcio 
a partir del ambiente extracelular; este cambio puede ser detectado me- 
diante colorantes fluorescentes introducidos en la célula (véase la Fig. 
9-11). En el músculo, una elevación en el Ca** citosólico inducida por 
una señal desencadena la contracción (véase la Fig. 17-35). En las cé- 
lulas endocrinas, un aumento similar en el Ca** induce la exocitosis de 
A pera que contienen hormonas, que así son liberadas 
a la circulación sanguínea. En las cé 1] 

Ca” citosólico na la aa ss e aa dd 

: $ s vesiculas que contienen neuro- 
ALO (véase el Cap. 22). En todas las células, esta elevación en el 
Ca” citosólico es detectada por proteínas de unión a Ca”, en particular 
aquellas que pertenecen a la familia de la mano EF, como la calmoduli- 
na, que contienen el motivo hélice-bucle-hélice (véase la Fig. 3-9b). La 
unión de Ca” a la calmodulina y otras proteínas de la mano EF causa 
cambios conformacionales que permiten a las proteínas unirse a varias 
proteínas diana, lo que cambia así sus actividades de encendido o apa- 
gado (véase la Fig. 3-31). 

Otro segundo mensajero casi universal es el AMP cíclico (CAMP). 
En muchas células eucariontes, una elevación en el CAMP desencadena 
la activación de una proteincinasa particular, una proteincinasa A, que 
a su vez fosforila proteínas diana específicas para inducir cambios espe- 
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4) ANIMACIÓN FOCALIZADA: Segundos mensajeros en las vías de señalización 
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FIGURA 15-8 Cuatro segundos mensajeros comunes. El o los efectos 
principales directos de cada compuesto se indican debajo de su fórmula 


cíficos en el metabolismo celular. En algunas células, el CAMP regula la 
actividad de ciertos canales de iones. Las estructuras del cAMP y otros 
tres segundos mensajeros comunes se muestran en la Figura 15-8. Más 
adelante en este capítulo, analizaremos las funciones específicas de los 
segundos mensajeros en las vías de señalización activadas por diversos 
receptores acoplados a proteínas G. 

Debido a que los segundos mensajeros como el Ca? y el CAMP 
se difunden a través del citosol mucho más rápido que las proteínas, 
pueden utilizarse en las vías en las que la diana corriente abajo se lo- 
caliza en un orgánulo intracelular (tal como una vesícula secretora o 
el núcleo) distante del receptor de la membrana plasmática donde se 
genera el mensajero. 

Otra ventaja de los segundos mensajeros es que facilitan la ampli- 
ficación de una señal extracelular. La activación de una única molécula 
receptora de la superficie celular puede resultar en un aumento de tal 
vez miles de moléculas de CAMP o iones de Ca”* en el citosol. A su vez, 
cada una de estas afecta la actividad de múltiples proteínas corrien- 
te abajo mediante la activación de la proteína diana. En muchas vías 
de transducción de la señal, la amplificación es necesaria debido a que 
los receptores de la superficie celular son típicamente proteínas de baja 
abundancia, presentes en solo unas miles de copias por célula. Incluso 
las respuestas celulares inducidas por la unión de una pequeña canti- 


FIGURA 15-9 Amplificación de una señal extracelular. En este ejemplo, la 
unión de una molécula de adrenalina a una molécula de receptor acoplada a 
proteína G induce la activación de varias moléculas de adenilciclasa, la enzima 
que cataliza la síntesis de AMP cíclico, y cada una de estas enzimas sintetiza 
una gran cantidad de moléculas cAMP, el primer nivel de amplificación. Dos 
moléculas de CAMP activan una molécula de proteincinasa A (PCA), pero 
cada PCA fosforila y activa múltiples proteínas diana. Este segundo nivel 

de amplificación puede involucrar diversas reacciones secuenciales en las 
cuales el producto final de una reacción activa la enzima que cataliza la 
siguiente reacción. Cuanto más pasos en una de tales cascada, mayor será la 
amplificación de la señal posible. 


Activa a proteincinasa G (PCG) 


Abre canales de Ca?+ en 


Activa a proteincinasa C i e 
el retículo endoplasmático 


(PCC) 


estructural. Los iones calcio (Ca?*) y varios derivados fosfatidilinositol unidos a 
membrana también actúan como segundos mensajeros. 


dad de hormonas a los receptores disponibles suelen requerir la pro- 
ducción de decenas o cientos de miles de moléculas efectoras activadas 
por célula. En el caso de los receptores acoplados a proteína G, la am- 
plificación de la señal es posible en parte debido a que un único receptor 
puede activar múltiples proteínas G, cada una de las cuales activa una 
proteína efectora. Por ejemplo, un complejo GPCR-adrenalina causa la 
activación de hasta 100 moléculas de adenilciclasa, y cada una de estas 
a su vez cataliza la síntesis de muchas moléculas de CAMP durante el 
tiempo que permanece en el estado activo. Dos moléculas de CAMP 
activan una molécula de proteincinasa A, que a su vez fosforila y activa 
múltiples moléculas diana (Fig. 15-9). Más adelante en este capítulo, se 
verá cómo esta cascada de amplificación permite que concentraciones 
sanguíneas de adrenalina tan bajas como 10-'" M estimulen la glucoge- 


nólisis (la conversión de glucógeno en glucosa) en el hígado y la libera- 
ción de glucosa en la sangre. 


e Adrenalina (10779 m) 


A A A 
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CONCEPTOS CLAVE de la Sección 15.1 


Transducción de la señal: desde la señal 
extracelular hasta la respuesta celular 


« Todas las células se comunican a través de señales extracelulares. En 
los organismos unicelulares, las moléculas de señalización extracelular 
regulan interacciones entre los individuos, mientras que en los orga- 
nismos multicelulares regulan la fisiología y el desarrollo. 


» Las señales externas incluyen las proteínas o péptidos secretados y las 
ancladas a membrana (p. ej., la vasopresina y la insulina), pequeñas 
moléculas hidrófobas (tales como hormonas esteroides e insulina), 
pequeñas moléculas hidrófilas (p. ej., adrenalina), gases (p. ej., O,, 
óxido nítrico) y estímulos físicos (p. ej., luz) 


+ La unión de moléculas de señalización extracelular a los receptores 
de superficie celular desencadena un cambio conformacional en el 
receptor que, a su vez, lleva a la activación de las vías de transducción 
de la señal intracelular que, en última instancia, modulan el metabo- 
lismo, la función o la expresión génica celular (Fig. 15-1). 


* Las señales de una célula actúan sobre células distantes en la señali- 
zación endocrina, o células cercanas en la señalización paracrina, o so- 
bre la señalización de la célula en sí misma en la regulación autocrina 
(véase la Fig. 15-2). 


* La fosforilación y la desfosforilación proteicas, catalizadas por las 
cinasas y las fosfatasas, son utilizadas en prácticamente todas las vías 
de señalización. Las actividades de las cinasas y las fosfatasas está muy 


regulada por varios receptores y proteínas de transducción de la señal 
(véanse las Figs. 15-4 y 15-5). 


* Las proteínas de unión a GTP de la superfamilia de las GTPasa 
actúan como interruptores al regular muchas vías de transducción de 
la señal (véanse las Figs. 15-6 y 15-7). 


* El Ca”, el CAMP y otras moléculas intracelulares no proteicas de 
bajo peso molecular (véase la Fig. 15-8) actúan como “segundos 
mensajeros” al liberar y a menudo amplificar la señal del “primer 
mensajero,” es decir, el ligando. La unión del ligando a los receptores 
de superficie celular suelen dar como resultado un incremento rápido 
(u ocasionalmente una disminución) en la concentración intracelular 
de estos iones o moléculas. 


15.2 Estudio de los receptores de la superficie 
celular y proteínas que transducen las señales 


La respuesta de una célula a una señal externa depende del comple- 
mento celular de receptores que reconozcan la señal y las vías de trans- 
ducción de la señal activadas por aquellos receptores. En esta sección, 
analizaremos las bases bioquímicas para la especificidad de la unión 
ligando-receptor, como así también la capacidad de las diferentes con- 
centraciones de ligando de activar una vía. También analizaremos las 
técnicas experimentales utilizadas para caracterizar a las proteínas re- 
ceptoras. Muchos de estos métodos también se aplican a los recepto- 
res que median la endocitosis (véase el Cap. 14) o la adhesión celular 


(véase el ap. 20). Finalizaremos con una descripción de las técnicas 
que suelen utilizarse para medir la actividad de los componentes de la 
transducción de señal, como las cinasas y la unión de proteínas “inte- 
rruptoras” de unión a GTP. 


La constante de disociación es una medida de la 
afinidad de un receptor con su ligando 


La unión de ligandos a un receptor puede ser vista como una simple 
reacción reversible, donde el receptor es representado como R, el ligan- 
do como L, y el complejo receptor-ligando como RL: 


apagada 
RL E RL 


encendida 


(15-1) 


Kioagt €S la constante de velocidad para la disociación del ligando de su 
receptor, y k,....., es la constante de velocidad para la formación del 
complejo receptor-ligando a partir del ligando libre y el receptor. 

En el equilibrio, la velocidad de formación del complejo receptor-li- 
gando es igual a la de su disociación y puede describirse mediante una 
ecuación simple de unión en el equilibrio 


K,= E (15-2) 


donde [R] y [L] son las concentraciones libres del receptor (es decir, 
receptor sin ligando unido) y ligando, respectivamente, en el equi- 
librio, y [RL] es la concentración del complejo receptor-ligando. 
K,, la constante de disociación, es una medida de la afinidad (o la 
hermeticidad de unión) del receptor por su ligando (véase también 


sy A , S _ 

el Cap. 2). Para una simple reacción de unión, K, A 

Cuanto menor es el valor de k en relación con k .,., MÁS ES- 
apagada encendida 


table es el complejo RL, mayor será la fuerza de unión y, por ende, 
menor el valor de K,. Otra forma de visualizar este punto clave es 
que K, es igual a la concentración del ligando en la cual la mitad 
de los receptores tienen un ligando unido cuando el sistema está 
en equilibrio; a esta concentración de ligando, [R] = [RL] y por lo 
tanto, de la ecuación 15-2, K, = [L]. Cuanto menor es K,, menor es 
la concentración de ligando necesario para unir el 50% de los recep- 
tores de la superficie celular. La K, para una reacción de unión aquí 
es esencialmente equivalente a la constante de Michaelis K;,, que 
refleja la afinidad de una enzima por su sustrato (véase el Cap. 3). 
Sin embargo, al igual que las constantes de equilibrio, los valores de 
K, no dependen de los valores absolutos de ¿A da Y E dic» Solo de 
su relación. En la siguiente sección, aprenderemos cómo determinar 
experimentalmente los valores de K,. 


7 Los receptores hormonales se caracterizan por sus afinidades y 
especificidades elevadas para sus ligandos. Debido a sus altas 
afinidades y gran especificidad para sus hormonas diana, los domi- 
nios de unión al ligando, extracelulares, de los receptores de la super- 
ficie celular pueden ser convertidos en fármacos potentes. Considére- 
se la hormona el factor de necrosis tumoral alfa (TN Foz), secretado 
por numerosas células del sistema inmunitario. El TNFa induce la 
inflamación por reclutamiento de diversas células inmunitarias a un 
sitio de lesión o infección; concentraciones anómalas de TNFa cau- 
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san excesiva inflamación, como €5 posible observar en pacientes con 
enfermedades autoinmunitarias como las ampollas de la piel en la 
enfermedad de psoriasis o la enfermedad articular en la artritis reu- 
matoidea. Estas enfermedades están comenzando a tratarse con 
proteínas “fusión” quiméricas, generadas por DNA recombinante, 
que contienen el dominio extracelular de un receptor TNFa fusiona- 
do a la región constante (Fc) de una inmunoglobulina humana 
(véanse las Figs. 3-19 y 23-8). El fármaco se une fuertemente al TNFa. 
libre y evita que estos se unan a los receptores de la superficie celular 
y causen inflamación; el dominio Ec fusionado causa que la proteína 


sea estable cuando se la inyecta en el cuerpo. M 


Los ensayos de unión se utilizan para detectar 
receptores y determinar sus afinidades 
y especificidad para ligandos 


En general, los receptores son detectados y medidos por sus capacida- 
des para unir ligandos radioactivos o fluorescentes a células intactas 
ares. La Figura 15-10 ilustra un ensayo de unión 


o a fragmentos celul 
formadora de glóbulos rojos eri- 


para la interacción de la hormona 
tropoyetina (Epo) con los receptores Epo que son expresados por el 
DNA recombinante en una línea de células cultivadas. Las cantidades 
de Epo radiactivo unidas a su receptor en células en proliferación (eje 
vertical) se midió como una función de la concentración creciente de 
Epo marcada con '*I añadida al líquido extracelular (eje horizontal). 
Tanto el número de sitios de unión al ligando por célula como el valor 
de la K, se determinan fácilmente a partir de la curva de unión espe- 
cífica (curva C). Asumiendo que cada receptor une solo una molécula 
el número total de sitios de unión al ligando sobre una 
activos por célula. En el ejem- 
l valor de K, es alrededor de 
una concentración Epo de 
ara que el 50% 


de ligando, 
célula es igual al número de receptores 
plo que se muestra en la Figura 15-10, e 
1,1 x 1071 M, o 0,1 nM. En otras palabras, 
1,1 x 10719 M en el líquido extracelular es necesario p 
de los receptores Epo de una célula tenga unido Epo. 

Los ensayos de unión directa como el de la Figura 15-10 son 
factibles con los receptores que tienen una alta afinidad para sus 
ligandos, como el receptor de eritropoyetina y el receptor de insu- 
lina sobre las células hepáticas (K, = 1,4 X 10-1M). Sin embargo, 
muchos ligandos, como la adrenalina y otras catecolaminas, se unen 
a sus receptores con mucha menos afinidad. Si la K, para la unión 
es mayor que = 1,1 Xx 107 M, un caso en el cual la constante de 
velocidad K,,. 4, €S relativamente grande en comparación con la Kk,, 
cendig» ENTONCES ES probable que durante los segundos a minutos ne- 
cesarios para medir la cantidad de ligando unido algunos ligandos 
unidos a receptores se disocien y, por lo tanto, los valores de unión 
observados sistemáticamente serán más bajos. 


Una forma de medir la unión relativamente débil de un ligando 
tro ligando que se 


por su receptor es un ensayo de competición con O 
e K, más bajo). En 


una al mismo receptor con mayor afinidad (valor d 
este tipo de ensayo, se añaden cantidades crecientes de un ligando de 
baja afinidad no marcado (el competidor) a una muestra de células 
con una cantidad constante de ligando de alta afinidad, radiomar- 
cado (Fig. 15-11). La unión del competidor no marcado al receptor 
bloquea la unión de ligando radioactivo al receptor. La dependencia 
de la concentración de esta competición se puede utilizar junto con 
el valor de K, del ligando radioactivo para calcular la constante inhi- 
bitoria, K, que está muy cercana al valor de la K, para la unión del 
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FIGURA EXPERIMENTAL 15-1 O Los ensayos de unión pueden 
receptores por célula. Aquí se muestran 


determinar la K, y el número de | 
los datos para los receptores específicos de eritropoyetina sobre la superficie 
de una línea celular que expresa UN receptor de eritropoyetina humana 

con las células control que normalmente 


recombinante (Epo) en comparación ; 
no expresan el receptor. Se incubó una suspensión de células durante 1 
hora a 4 *C con concentraciones crecientes de Epo marcada con '*”l; la baja 


temperatura se Usa para evitar la endocitosis de los receptores de superficie 
celular. Las células se separan de la '*IEpo no unida, en general mediante 
centrifugación, y se mide la cantidad de radioactividad unida. El total de 
unión de la curva A representa Epo especíicamente unida a receptores de 
alta afinidad, como así también Epo unida inespecíficamente y con baja 
afinidad a otras moléculas sobre la superficie celular. La contribución de 

la unión inespecífica a la unión total se determina mediante repetición de 

los ensayos de unión con la línea celular control, donde Epo se une solo a 
sitios inespecíficos y produce la curva B. La unión específica de la curva € se 
calcula como la diferencia entre las curvas A y 8. Como se determina por el 
máximo de la unión específica de la curva C, el número de sitios de unión 
Epo-específicos (receptores de superficie) por célula es alrededor de 2 200 
(3,7 x 107% moles x 6,02 x 10?/moles/10* células = 2 227 moléculas/célula). La 
Kk, es la concentración de Epo necesaria para unir el 50% de los receptores Epo 
de superficie (en este caso alrededor de 1 050 receptores/célula) Así, la K, es 
aproximadamente 1,1 x 10”**, o 1nM. (Cortesía de Alec Gross; de A. Gross y H Lodish, 2006. . 
Biol. Chem. 281:2024,) 


¡a ae rt medir con precisión la cantidad del 
poco durante las bar us o tica e aaa 
medición (k relativament es experimentales necesarias para la 
apagada e baja). 

7 sae competitiva suele utilizarse para estudiar análogos sin- 
e e : las hormonas naturales que activan o inhiben receptores: 
Eo pa Ss, papa se utilizan ampliamente en investigación sobre re- 
dedos e le .30 de y como fármacos, se encuentran dentro 
natural mediante unión hs = de la función de una hormon4 
los antagonistas, que se o e inducen la respuesta normal, y 
ocupar los sitios de unión al a pero no inducen respuesta. Al 
puede bloquear la unión de la h gando de un receptor, un antagonista 
cir la actividad fisiológica be pe natural (o agonista) y así redu- 
antagonistas inhiben la aa a “4 otras palabras, los 
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Inhibición de la unión de alprenolol (%) 
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FIGURA EXPERIMENTAL 15-11 Para cuatro ligandos de baja afinidad, 
la unión puede detectarse en ensayos de competición. En este ejemplo, 
el ligando sintético alprenolol, que se une con alta afinidad al receptor de 
adrenalina sobre las células hepáticas (K,- 3 x 10M), se utiliza para detectar 
la unión de dos ligandos de baja afinidad, la hormona natural adrenalina (Adr) 


y un ligando sintético llamado isoproterenol (Ip). Los ensayos se realizan como 


se describe en la * 10 pero en reacciones que contienen una cantidad 


constante de [*H] al prenolol y cantidades crecientes de adrenalina no marcada 
o¡soproterenol A la concentración de cada competidor, se determina la 


Considérese, por ejemplo, el fármaco isoproterenol, utilizado para 
tratar el asma. El isoproterenol es sintetizado por la adición química 
de dos grupos metilos a la adrenalina (véase la Fig. 15-11, derecha). El 
isoproterenol, un agonista de los receptores acoplados a proteína G que 
responden a la adrenalina sobre las células de músculo liso bronquiales, 
se une alrededor de 10 veces más fuertemente (K, 10 veces menor) de 
lo que lo hace la adrenalina (véase la Fig. 15-11, izquierda). Debido a 
que la activación de estos receptores estimula la relajación del músculo 
liso bronquial y por lo tanto la apertura de los pasos de aire en los pul- 
mones, el isoproterenol se utiliza en el tratamiento del asma bronquial, 
la bronquitis crónica y el efisema. Por el contrario, la activación de un 
tipo diferente de receptores acoplados a proteína G que responden a la 
adrenalina sobre las células del músculo cardíaco (llamados recepto- 
res B-adrenérgicos) aumentan la velocidad de contracción del corazón. 
Los antagonistas de este receptor, como el alprenolol y compuestos re- 
lacionados, son referidos como betabloqueantes; tales antagonistas se 
utilizan para disminuir las contracciones cardíacas en el tratamiento de 
las arritimias cardíacas y la angina. 


La respuesta celular máxima a una molécula 
de señalización en general no requiere la activación 
de todos los receptores 

Los sistemas de señalización evolucionaron de manera tal que una 


elevación en la concentración de las moléculas de señalización extra- 
celular induce una respuesta proporcional en la célula que responde. 


OH 
+ 

HO CH —- CH), — NH2— CHg 

Adrenalina (Adr) 

HO 

ee cho 
HO CH —CH, —NH,—CH 

Isoproterenol (Ip) CH3 
iS OH CH, 
í O— CH), —CH — CH), — NH2— CH 
CH) 


CHa 
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cantidad de alprenolol marcado unido. En un gráfico de la inhibición de la unión 
de [*H] aloprenolol versus concentración de adrenalina o isoproterenol, como 

el que se muestra aquí, la concentración del competidor que inhibe la unión de 
alprenolol es aproximado al 50% del valor de la K, para la unión de competidor. 
Nótese que la concentración de competidores se representa en una escala 
logarítmica. La K, para la unión de la adrenalina a su receptor sobre las células 
hepáticas es de solo — 5 x 10M y no podría ser medida por un ensayo de 
unión directo con [*H] adrenalina. La K, para la unión de isoproterenol, que 
induce la respuesta celular normal, es más de 10 veces menor. 


Para que esto suceda, la afinidad de unión (valor de K ) de un receptor 
de superficie celular para una molécula de señalización debe ser ma- 
yor que la concentración normal (sin estimular) de esa molécula en 
el líquido extracelular o la sangre. En la práctica, este principio puede 
observarse al comparar las concentraciones de insulina presentes en el 
cuero y la K, para la unión de la insulina a su receptor sobre las células 
hepáticas, 1,4 x 107% M. Por ejemplo, supongamos que la concentra- 
ción normal de insulina en el cuerpo es 5 x 10"? M. Al sustituir este va- 
lor y la K, de insulina en la Ecuación 15-2, es posible calcular la fracción 
de los receptores de insulina con insulina unida 


[RLJ/A(RL] + [R]) 


en el equilibrio como 0,0344; es decir, alrededor del 3% del total de 
receptores de insulina unirán insulina. Si la concentración de insulina 
aumenta cinco veces a 2,5 x 10" M, el número de complejos de recep- 
tor-hormona se elevará proporcionalmente casi cinco veces; por lo tan- 
to, alrededor del 15% del total de los receptores tendrá insulina unida. 
Si la extensión de la respuesta celular inducida es paralela al número 
de complejos receptor-hormona [RL], como suele ser el caso, entonces 
las respuestas celulares también aumentarán alrededor de cinco veces. 
Por el otro lado, supongamos que la concentración normal de in- 
sulina en la sangre fuese la misma que el valor de K, de 1,4 x 10 M; 
en este caso, el 50% del total de receptores tendrá una insulina unida. 
Un aumento de cinco veces en la concentración de insulina a 7 x 10" 
M dará como resultado que el 83% de todos los receptores de insuli- 
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Respuesta fisiológica 


Fracción de receptores 
con ligando unido 


Concentración de ligando para el 
50% de respuesta fisiológica 


Fracción de unión máxima 
o respuesta celular 
o 
[0] 


0 1 2 3 4 
Concentración relativa de ligando 


FIGURA EXPERIMENTAL15-12 La respuesta fisiológica máxima a una 
señal externa se produce cuando solo una fracción de los receptores 
está ocupada por ligandos. Para las vías de señalización que exhiben 

este comportamiento, los gráficos de la extensión de la unión de ligando al 
receptor y las respuestas fisiológicas a diferentes concentraciones de ligandos 
difieren. En el ejemplo que aquí se muestra, el 50% de la respuesta fisiológica 
máxima es inducida a una concentración de ligando a la cual solo el 18% de 
los receptores están ocupados. lgualmente, el 80% de la respuesta máxima es 
inducida cuando la concentración de ligando iguala el valor de K,, al cual el 
50% de los receptores están ocupados. 


na tengan insulina unida (un incremento del 66%). Por lo tanto, para 
que un aumento en la concentración de hormona cause un incremento 
proporcional de los receptores con el ligando unido, la concentración 
normal de la hormona debe estar muy por debajo del valor de K,. 

En general, la respuesta celular máxima a un ligando particular 
es inducida cuando mucho menos del 100% de sus receptores están 
unidos al ligando. Este fenómeno puede revelarse al determinar la 
extensión de la respuesta y de la unión receptor-ligando a diferentes 
concentraciones de ligando (Fig. 15-12). Por ejemplo, una célula pro- 
genitora (eritroide) de eritrocito típico tiene — 1 000 receptores super- 
ficiales para la eritropoyetina, la hormona proteica que induce a estas 
células a proliferarse y diferenciarse en glóbulos rojos. Debido a que 
solo se necesita que 100 de estos receptores unan eritropoyetina para 
inducir la división de una célula progenitora, la concentración del li- 
gando necesaria para inducir el 50% de la respuesta celular máxima es 
proporcionalmente menor que el valor K, para la unión. En tales casos, 
un gráfico del porcentaje de unión máxima versus la concentración de 
ligando difieren respecto del gráfico del porcentaje de respuesta celular 
máxima versus la concentración de ligando. 


La sensibilidad de una célula a las señales externas 
está determinada por el número de receptores 
de superficie y sus afinidades por el ligando 


Debido a que la respuesta celular a una molécula de señalización parti- 
cular depende del número de complejos receptor-ligando, cuanto menor 
es el número de receptores presentes en la superficie de una célula, me- 
nor es la sensibilidad de la célula a ese ligando. Como consecuencia, se 
necesita una mayor concentración de ligando para inducir la respuesta 
fisiológica de lo que sería el caso si más receptores estuviesen presentes. 

Para ilustrar la relación importante entre la cantidad de receptores 
y la sensibilidad al ligando, ampliaremos nuestro ejemplo de una célula 


pica. La K, para la unión de la eritropoyetina 
Irededor de 107"" M. Como se mencionó ante. 
de los 1 000 receptores de eritropoyetina so. 
be estar unido al ligando para inducir 
osible determinar las concentraciones 
ducir la respuesta máxima al reescr;. 


progenitora eritroide tí 
(Epo) a su receptor es a 
riormente, solo el — 10% 
bre la superficie de una célula de 
la respuesta celular máxima. Es p 


del ligando [L] necesarias para In : 
bir la Ecuación 15-2 de la siguiente manera: 


[L] = R (15-3) 


= [R] + [RL], el número total de receptores por célula, Si el 


donde R, j ps 
número total de receptores Epo por célula, Ry es 1 000, K, es 10 M, 


y [RL] es 100 (el número de receptores Epo ocupados necesario para 
inducir la respuesta máxima), entonces una concentración Epo ([L)) 
de 1,1 x 107! M provocará la respuesta máxima. Si el número total de 
receptores Epo (R,) se reduce a 200 por célula, entonces se necesita una 
concentración de Epo 9 veces mayor (107 M) para ocupar 100 recep- 
tores e inducir la respuesta máxima. Claramente, la sensibilidad de una 
célula a una molécula de señalización está extremadamente influen- 
ciada por el número de receptores para ese ligando presente, como así 


también por la K.. 


Como su nombre lo indica, el factor de crecimiento epitelial 

(EGF) estimula la proliferación de muchos tipos de células epi- 
teliales, incluyendo aquellas que revisten los conductos de la glándula 
mamaria. En alrededor del 25% de los cánceres de mama, las células 
tumorales producen concentraciones elevadas de un receptor EGF 
particular llamado HER2. La sobreproducción de HER2 torna a las 
células hipersensibles a las concentraciones ambientales de EGF que 
normalmente son demasiado bajas para estimular la proliferación ce- 
lular; como consecuencia, el crecimiento de estas células tumorales es 
inadecuadamente estimulado por EGE. En el Capitulo 16 se verá que 
una comprensión de la función de HER2 en ciertos cánceres de mama 
lleva al desarrollo de anticuerpos monoclonales que unen HER? y, 
por lo tanto, bloquean la señalización de EGE; estos anticuerpos han 


probado ser útiles en el tratamiento de pacientes con cáncer de 
mama.M 


La conexión de HER2-cáncer de mama demostró vívidamente que 
la regulación del número de receptores para una molécula de señaliza- 
ción dada expresada por una célula cumple una función clave en dirigir 
los acontecimientos fisiológicos y del desarrollo. Tal regulación puede 
ocurrir a nivel de la transcripción, la traducción y el procesamiento 


postraduccional o por control d 
e la velocidad de degradación de los 
receptores. Alternativamente, gradación 


superficie celular puede reduci 
se termine la respuesta celular. 
mecanismos pueden reducir la 
y, así, disminuir la respuesta c 
ligando. De esta manera, la red 
un ligando particular, llamada 


la endocitosis de los receptores sobre la 
rlo suficiente el número presente tal que 
Como se describirá más adelante, otros 
afinidad de un receptor por su ligando 
elular para una concentración dada de 
ucción en la sensibilidad de una célula 2 
desensibilización, puede ser el resultado 
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Los receptores pueden purificarse mediante 
las técnicas de afinidad 


Para poder comprender totalmente cómo funcionan los receptores, es 
necesario purificarlos y analizar sus propiedades bioquímicas. La de- 
terminación de sus estructuras moleculares con y sin un ligando unido, 
por ejemplo, puede elucidar los cambios conformacionales que se pro- 
ducen con la unión del ligando que activa proteínas de la transducción 
de la señal corriente abajo. Pero esto puede ser un desafío. Una célula 
de mamífero “típico” tiene 1 000 a 50 000 copias de un único tipo de 
receptor de superficie celular. Esto podría ser un número grande, pero 
cuando se considera que la misma célula contiene —10' moléculas de 
proteínas total y —10* proteínas en la membrana plasmática sola, usted 
se dará cuenta de que estos receptores constituyen solo 0,1 al 5% de las 
proteínas de la membrana plasmática. Esta baja abundancia complica 
el aislamiento y la purificación de los receptores de la superficie celular. 
La purificación de los receptores también es dificultosa debido a que 
estas proteínas integrales de membrana primero deben solubilizarse de 
la membrana con un detergente no iónico (véase la Fig. 10-23) y luego 
separarse de otras proteínas celulares. 

Al igual que vimos con el receptor Epo descrito anterior- 
mente, las técnicas de DNA recombinante pueden utilizarse para 
generar células que expresen grandes cantidades de estas proteínas. 
Pero incluso cuando se utilizan técnicas de DNA recombinante para 
generar células que expresen receptores en grandes cantidades, se 
necesitan técnicas especiales para aislarlas y purificarlas a partir 
de otras proteínas de membrana. Una técnica utilizada a menudo 
en la purificación de receptores de la superficie celular que retie- 
nen sus capacidades de unión al ligando cuando son solubilizadas 
con detergentes es similar a la cromatografía de afinidad mediante 
el empleo de anticuerpos (véase la Fig. 3-38c). Para purificar un 
receptor con esta técnica, se une químicamente un ligando para el 
receptor de interés, en lugar de un anticuerpo, a las esferas utiliza- 
das para formar una columna. Se pasa a través de la columna una 
preparación cruda, solubilizada con detergente, de las proteínas de 
membrana; solo se une el receptor, mientras que las otras proteínas 
son eliminadas por lavado. El paso de un exceso de ligando soluble 
a través de la columna causa que el receptor unido sea desplazado 
de las esferas y eluído de la columna. En algunos casos, un receptor 
puede ser purificado tanto como 100 000 veces en un único paso de 


cromatografía de afinidad. 


Es posible utilizar ensayos de inmunoprecipitación 
y técnicas de afinidad para estudiar la actividad de 
proteínas de transducción de la señal 


Después de la unión del ligando, los receptores activan una o más pro- 


teínas de transducción de señal que, a Su vez, pueden afectar la acti- 


vidad de múltiples proteínas efectoras (véase la Fig. 15-1); para com- 
es necesario que el investigador 


prender una cascada de señalización, o 
ntificar la actividad de estas proteinas de transducción 


sea capaz de cua 
de la señal. Las cinasas y las proteínas de unión a GTP se encuentran en 
n esta sección se describirán varios 


muchas cascadas de señalización, y € 
ensayos usados para medir sus actividades. 


tación de cinasas La función cinasa en prácticamente 


Inmunoprecipi , 
de forma típica en las células de mamí- 


todas las vías de señalización, y 
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fero, contiene unas cien o más cinasas diferentes, cada una de las cuales 


está altamente regulada y puede fosforilar muchas proteínas diana. Los 


ensayos de inmunoprecipitación se utilizan con frecuencia para me- 


dir la actividad de una cinasa particular en un extracto celular. En una 
versión del método, un anticuerpo específico para la cinasa deseada se 
hace reaccionar con esferas cubiertas con la Proteína A; esto provoca 
que el anticuerpo se una a las esferas a través de su segmento Fc (véase 
la Fig. 9-29). Luego, estas esferas son mezcladas con una preparación 
de citosol o núcleo celular y después recuperadas por centrifugación y 
lavadas profundamente con una solución salina para eliminar las pro- 
teínas débilmente unidas que es improbable que se unan de manera 
específica al anticuerpo. Así, sólo las proteínas celulares que se unen 
específicamente al anticuerpo, la cinasa en sí misma y proteínas que 
se unen fuertemente a la cinasa, están presentes sobre las esferas. Las 
esferas luego son incubadas en una solución amortiguadora con una 
proteína sustrato y y-[*P]ATP, donde solo el fosfato y está marcado. La 
cantidad de [*P] transferido a la proteína sustrato es una medida de la 
actividad cinasa y puede ser cuantificada mediante electroforesis en gel 
de poliacrilamida seguida por autorradiografía (véase la Fig. 3-36) o 
por inmunoprecipitación con un anticuerpo específico para el sustrato 
seguido por conteo de la radioactividad en el inmunoprecipitado. Al 
comparar los extractos de las células antes y después de la adición del 
ligando, por ejemplo, puede determinarse rápidamente si una cinasa 
particular es activada o no en la vía de transducción de la señal desen- 
cadenada por ese ligando. 

Se mencionó que muchas proteínas pueden ser fosforiladas por 
varias cinasas diferentes, en general sobre distintos residuos de serina, 
treonina o tirosina. Por ende, es importante medir la extensión de la 
fosforilación de una única cadena lateral de aminoácido en una pro- 
teína específica antes y después de la estimulación de hormonas. Los 
anticuerpos cumplen una función importante en la detección de ta- 
les acontecimientos de fosforilación. Para generar un anticuerpo que 
pueda reconocer un aminoácido fosforilado específico en una proteína 
específica, primero se sintetiza químicamente un péptido de alrededor 
de 15 aminoácidos que tiene una secuencia aminoacídica que rodea el 
aminoácido fosforilado de la proteína específica pero donde un gru- 
po fosfato ha sido unido químicamente a serina, treonina o tirosina. 
Después del acoplamiento de este péptido a un adyuvante para incre- 
mentar la inmunogenicidad, se lo utiliza para generar un conjunto de 
anticuerpos monoclonales (véase la Fig. 9-6). Luego es posible selec- 
cionar un anticuerpo monoclonal que solo reacciona con el péptido 
fosforilado pero no con el desfosforilado; en general, tal anticuerpo se 
unirá a la proteína progenitora tan solo cuando este aminoácido es- 
pecífico esté fosforilado. Esta especificidad es posible debido a que el 
anticuerpo se une simultáneamente al aminoácido fosforilado y a las 
cadenas laterales de los aminoácidos adyacentes. A modo de ejemplo 
del uso de tales anticuerpos, la Figura 15-13 muestra que tres proteínas 
de transducción de la señal en células progenitoras rojas se fosforilan 
sobre residuos de aminoácidos específicos dentro de los 10 minutos 
posteriores a la estimulación al variar las concentraciones de la hor- 
mona eritropoyetina; la fosforilación aumenta con la concentración de 
Epo y es el primer paso en el desencadenamiento de la diferenciación 
de estas células en eritrocitos. 


Ensayos de unión de proteínas mediante soporte (pull-down) de 
proteínas de unión a GTP Hemos visto que la superfamilia de las 
GTPasas de las proteínas interruptoras intracelulares alternan entre 
una forma activa (“encendida”) con el GTP unido que modula la ac- 
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na proteína de unión a GTP específica son similares , 
pto que el dominio de unión especifico 
lizado sobre esferas pequeñas (Fig. 15. 
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de la proteína diana está inmovl 
anti-(P) Stat5 14). Las esferas se mezclan con Un extracto celular Alai TECUPeran 
por centrifugación; la cantidad de proteina de unión a P sobre las 
esferas es cuantificada por transferencia Western. El ejemplo en la Ej. 
| ¡Ó a pequeña Ra : 
anti-Stats gura 15-14 muestra que la fracción de la GT Pasa peq cl que tie. 


amente después de la estimulación 


¡ read 
ne un GTP unido aumenta ma ja : 
un crecimiento derivado de plaquetas 
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FIGURA EXPERIMENTAL 15-13 Activación mediante fosforilación CAgarosa PAC1 PBD ., 
de tres proteínas de transducción de la señal. Las células progenitoras ey Y 
de eritrocito murino fueron tratadas durante 10 min con diferentes 
concentraciones de la hormona eritropoyetina (Epo). Los extractos de la célula Se añade agarosa | 
se analizaron mediante transferencia Western con tres anticuerpos diferentes con PAC1 PBD 
específicos para las formas fosforiladas de las tres proteínas de transducción de <a SS 


la señal y tres que reconocen el segmento no fosforilado de aminoácidos en 
la misma proteína. Los datos muestran que, con concentraciones crecientes "( 
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AN 
de Epo, las tres proteínas se fosforilan. El tratamiento con 1 unidad de Epo por a y 
mL es suficiente para fosforilar al máximo y, por lo tanto, activar las tres vías. Mb e 
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treonina 202 y tirosina 204. (Cortesía de Jing Zhang, Zhana y cols, 2003, Blood 1023938) 
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tividad de proteínas diana específicas y una forma (“apagada”) con el (auibdowa de Ne 
GDP unido. El principal ensayo para medir la activación de esta clase Rac con GTP | 
de proteínas aprovecha el hecho de que cada una de tales proteínas unido) iS 


tiene una o más dianas a las cuales solo se unen cuando estas tienen 
GTP unido; en general, la proteína diana tiene un dominio de unión 
específico que se une a los segmentos interruptores de la proteína de 
unión a GTP. Los ensayos de pull-down utilizados para cuantificar la 


Lavado e inmuno- 
transferencia 
para Rac 


FIGURA EXPERIMENTAL 15-14 Un ensayo de unión de proteínas 
mediante soporte (pull-down) muestra que la pequeña proteína de 
unión a GTP Rac1 es activada por el factor de crecimiento derivado 

de plaquetas (PDGF). A! igual que otras pequeñas GTPasa, Rac1 regula los 
acontecimientos moleculares mediante alternancia entre una forma inactiva con 
GDP unido y una forma activa con GTP unido. En su estado activo (GTP unido), 
Rac1 se une especificamente al dominio de unión p21 (PBD) de la proteincinasa 
activada por p21 (PAC) para controlar cascadas de señalización Corriente abajo. 
(a) Principio del ensayo: el dominio PBD de unión a Rac1 es generado por 
técnicas de DNA recombinante y adherido a esferas de agarosa luego mezcladas (b) Transferencia Western de célu 
con extracto celulares (paso MI). Las esferas son recuperadas por centrifugación antes y después del tratamiento 
(paso EJ) y se cuantifica la cantidad de GTP unido a Rac1 mediante transferencia 

Western usando un anticuerpo anti-Rac1 (paso EJ). (b) La transferencia Western PDGF 0 Y 
muestra la activación de Rac1 después del tratamiento de las células madre 
hematopoyéticas durante 1 minuto con la hormona factor de crecimiento 
derivado de plaquetas (PDGF). Se utiliza una transferencia Western para actina 
a fin de controlar que se cargue cada carril del gel con la misma cantidad de 
proteína total. ((a) De Cell Biolabs Inc, [b] de G Ghiaur y cols, 2006, Blood 108:2087-2094) 
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CONCEPTOS CLAVE de la Sección 15.2 


Estudio de los receptores de la superficie celular 
y proteínas que transducen las señales 


« La concentración de ligando a la cual la mitad de los receptores del 
ligando están ocupados, la Kd, puede ser determinada experimen- 
talmente y es una medida de la afinidad del receptor con el ligando 
(véase la Fig. 15-10). 


+ Debido a la alta afinidad de los receptores para sus ligandos diana, 
el dominio extracelular de los receptores puede utilizarse como un 
fármaco para reducir la concentración de la hormona libre. 


« En general, la respuesta máxima de una célula a un ligando particu- 
lar se produce a concentraciones de ligandos a la cual menos del 100% 
de sus receptores están unidos al ligando (véase la Fig. 15-12). 


* Las técnicas de cromatografía de afinidad pueden usarse para purifi- 
car receptores incluso cuando están presentes en baja abundancia. 


* Los ensayos de inmunoprecipitación que utilizan anticuerpos 
específicos para proteincinasas pueden medir la actividad cinasa. Los 
ensayos de inmunoprecipitación que emplean anticuerpos específicos 
para los péptidos fosforilados pueden medir la fosforilación de un 
aminoácido específico sobre cualquier proteína deseada dentro de una 
célula (véase la Fig. 15-13). 


« Los ensayos de unión de proteínas mediante soporte (pull-down) que 
utilizan el dominio de unión a proteína de una proteína diana pueden 
emplearse para cuantificar la activación de una proteína de unión a 
GTP dentro de una célula (véase la Fig. 15-14). 


15.3 Receptores acoplados a proteína 
G: estructura y mecanismo 


Como hemos mencionado, tal vez la clase más numerosa de recep- 
tores son los receptores acoplados a proteína G (GPCR). En los seres 
humanos, los GPCR se utilizan para detectar y responder a muchos 
tipos diferentes de señales, incluyendo neurotransmisores, hormo- 
nas involucradas en el metabolismo del glucógeno y las grasas, e In- 
cluso fotones de luz. Todas las vías de transducción de la señal de los 
GPCR tienen los siguientes elementos en común: (1) un receptor 
que contiene siete hélices o. que atraviesan la membrana; (2) una 
proteína G trimérica, que funciona como un interruptor al alternar 
entre las formas activas e inactivas; (3) una proteína erica uni- 
da a membrana; y (4) proteínas que participan en la negilación por 
retroalimentación y desensibilización de la vía de señalización. En 
muchas vías GPCR, también se produce un segundo mensajero. Las 
vías GPCR suelen tener efectos a corto plazo en la célula al modificar 
tápidamente proteínas existentes, ya sea enzimas o canales de iones. 
Por lo tanto, las vías permiten a las células responder con rapidez a 
Una variedad de señales, ya sea estímulos ambientales como la luz u 


hormonales como la adrenalina. 


En esta sección, describiremos la estructura básica y el mecanismo 
de los GPCR y sus proteínas G triméricas asociadas. En las Secciones 
15.4 a 15.6, se describirán las vías GPCR que activan diferentes proteí- 
nas efectoras. 


Todos los receptores acoplados a proteína G 
comparten la misma estructura básica 


Todos los receptores acoplados a proteína G tienen la misma orien- 
tación en la membrana y contienen siete regiones OL helicoidales 
transmembrana (H1-H7), cuatro segmentos extracelulares y cuatro 
segmentos citosólicos (Fig. 15-15). Invariablemente, el extremo N- 
terminal está sobre el lado exoplasmático y el extremo C-terminal, 
sobre el lado citosólico de la membrana. El segmento carboxilo ter- 
minal (C4), el lazo C3, y en algunos receptores también el lazo C2, 
están involucrados en interacciones con una proteína G trimérica 
asociada. Durante la evolución, se han conservado muchas sub- 
familias de receptores acoplados a proteína G; miembros de estas 
subfamilias son en especial similares en secuencia aminoacídica y 
estructura. 

Los receptores acoplados a proteína G están anclados establemen- 
te en el centro hidrófobo de la membrana plasmática por muchos 
aminoácidos hidrófobos sobre las superficies más externas de los siete 
segmentos que atraviesan la membrana. Un grupo de receptores aco- 
plados a proteína G cuya estructura molecular es conocida en deta- 
lle son los receptores P-adrenérgicos, que unen hormonas como la 
adrenalina y la noradrenalina (Fig. 15-16). En estos y muchos otros 
receptores, los segmentos de diversas hélices £ embebidas en la mem- 
brana y lazos extracelulares forman el sitio de unión al ligando que se 
abre hacia la superficie exoplasmática. El antagonista cianopindolol, 
que se muestra en la Figura 15-16, se une con mucha mayor afinidad 
al receptor que la mayoría de los agonistas, y se ha cristalizado y de- 
terminado la estructura del complejo receptor-ligando. Cadenas la- 
terales de 15 aminoácidos localizados en cuatro hélices A: transmem- 
brana y el lazo o bucle 2 extracelular hacen contacto con el ligando. 


NH3' 
Exterior 
Citosol a 
C4 coo 
NN Interacción 
proteína G 


FIGURA 15-15 Estructura general de los receptores acoplados a 
proteína G. Todos los receptores de este tipo tienen la misma orientación en 
la membrana y contienen siete regiones 0t-helicoidales transmembrana (H1- 
H7), cuatro segmentos extracelulares (E1-E4) y cuatro segmentos citosólicos 
(C1-C4). El segmento carboxilo terminal (C4), el lazo C3 y, en algunos 
receptores, también el lazo C2 están involucrados en las interacciones con Una 
proteína G trimérica. 
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E 


FIGURA 15-16 Estructura del receptor P-adrenérgico de pavo que (a) P-adrenérgico 

forma complejo con el antagonista cianopindolol. (a) Vista lateral que 

muestra la localización aproximada de la bicapa fosfolipídica de la membrana Cara exoplasmática 
na representación de cintas coloreadas de la estructura del receptor , 

(extremo N-terminal, azul, extremo C-terminal, rojo), con el cianopindolol H3N 

como un modelo de esferas rellenas de color gris. El lazo 2 extracelular (E2) 

y los lazos 1 y 2 citoplasmáticos (C1, C2) están marcados. (b) Vista desde el 

lado externo que muestra en primer plano un bolsillo de unión al ligando 

que está formado por aminoácidos en las hélices 3, 5, 6 y 7, como así 

también el lazo 2 extracelular, localizado entre las hélices 4 y 5. Los átomos 

del cianopindolol están coloreados en gris (carbono), azul (nitrógeno) y rojo 

(oxígeno). El bolsillo de unión al ligando comprende 15 cadenas laterales de 

los residuos de aminoácidos en cuatro ac-hélices transmembrana y el lazo 2 

extracelular Como ejemplo de interacciones de unión específica, el átomo N 

cargado positivamente en el grupo de amino que se encuentra tanto en el 

cianopindolol como en la adrenalina forma un enlace iónico con el carboxilato 

de la cadena lateral del aspartato 121 (D'”') en la hélice 3 y el carboxilato de la 

asparagina 329 (N”-”) en la hélice 7. (DeT Wayne y cols, 2008, Nature 454:486) 


Ligando 


=00C 


Cara citosólica 


C2 


Los aminoácidos que forman el interior de diferentes receptores aco- 
plados a proteína G son diversos, lo que permite que distintos recep- 
tores se unan a moléculas pequeñas muy diversas, ya sean hidrófilas 
como la adrenalina o hidrófobas como muchos odorantes. 

Mientras que todos los receptores acoplados a proteína G com- 
parten la misma estructura básica, diferentes subtipos de GPCR 
pueden unir la misma hormona, con distintos efectos celulares. Para 
ilustrar la versatilidad de estos receptores, consideraremos un grupo 
de ellos acoplados a proteína G para adrenalina que se encuentran 
en diferentes tipos de células de mamífero. La hormona adrenalina 
tiene particular importancia en mediar la respuesta del cuerpo al es- 
trés, también conocida como la respuesta de lucha o huida. Durante 
momentos de miedo o ejercicio intenso, cuando los tejidos pueden 
tener una necesidad incrementada para catabolizar glucosa y ácidos 
grasos para producir ATP, la adrenalina señala la degradación rápida 
de glucógeno a glucosa en el hígado y de triacilgliceroles a ácidos gra- 
sos en los adipocitos (células grasas); en segundos, estos principales 
combustibles metabólicos son suministrados a la sangre. En los ma- 
míferos, la liberación de glucosa y ácidos grasos es desencadenada 
por la unión de adrenalina (o sus derivados de noradrenalina) a los 
receptores B-adrenérgicos sobre la superficie de células hepáticas (hí- 
gado) y adipocitos. 

La adrenalina también tiene otros efectos corporales. Por ejem- 
plo, unida a los receptores B-adrenérgicos sobre las células mus- 
culares cardíacas aumenta la velocidad de contracción, lo cual in- 
crementa el suministro de sangre a los tejidos. Por el contrario, la 
adrenalina estimula los receptores B-adrenérgicos sobre las células 
del músculo liso del intestino y provoca la relajación. Otro tipo de 
GPCR de adrenalina, los receptores .-adrenérgicos, se encuentra so- H 
bre las células de músculo liso que recubren los vasos sanguíneos 
en el tracto intestinal, la piel y los riñones. La unión de adrenalina HO 
a estos receptores causa que las arterias se constriñan y se corte así 
la circulación a dichos órganos. Estos diversos efectos de la adrena- Adrenalina HO CH=cH.=NH¿=eH 
lina ayudan a orquestar las respuestas integradas a través de todo el A s 
cuerpo y a dirigirlas hacia un fin común: suministrar energía a los OH OH 
principales músculos locomotores mientras que, al mismo tiempo, 
desviarla de otros órganos no es tan crucial en la ejecución de una 


respuesta al estrés corporal. 


Cianopindolol 
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Los receptores acoplados a proteína G activados por 
ligando catalizan el intercambio de GTP por GDP 
sobre la subunidad ad de una proteína G trimérica 


Las proteínas G triméricas contienen tres subunidades designadas o, 

y y. Tanto la subunidad G, como la G, están unidas a la membra- 
na mediante lípidos adheridos covalentemente. Las subunidades By y 
siempre están unidas juntas y suelen mencionarse como la subunidad 
G,. En el estado de reposo, cuando no hay ligando unido al receptor, la 
subunidad G, tiene un GDP unido y forma complejo con G,... La unión 
de un ligando (p. ej., adrenalina) o un agonista (p. ej., noproternal a 


fa) ANIMACIÓN GENERAL: Señalización extracelular 


O Hormona 


un receptor acoplado a proteína G cambia la conformación de sus lazos 
que miran al citosol y permite al receptor unir la subunidad G, (Fig. 
15-17, pasos MI y EJ). Esta unión libera el GDP unido; así, el receptor 
unido a ligando activado funciona como un factor de intercambio de 
nucleótido de guanina (GEF) para la subunidad G, (paso E). Luego, 
el GTP se une rápidamente al sitio de nucleótido de guanina “vacío”, lo 
que causa un cambio en la conformación de sus segmentos interrup- 
tores (véase la Fig. 15-7). Estos cambios debilitan la unión de G, tanto 
con el receptor y como con la subunidad Gj, (paso EJ). En la mayoría 
de los casos, G, * GTP, que permanece anclado en la membrana, luego 
interacciona con una proteína efectora y la activa, como se describe en 


Proteína Gg trimérica 


ESTADO 


6 Gb 


DE REPOSO 


La unión de la hormona induce 
un cambio conformacional 


Hormona 
en el receptor N 


E el 


Receptor activado 
se une a la 
subunidad G, 


0 


El receptor activado causa 
un cambio conformacional 
en G,, y desencadena la 
disociación de GDP 


ón de las proteínas 
sa proteína G. Las 
án unidas a la membrana 


FIGURA 15-17 Mecanismo general de la activaci 

efectoras asociadas con los receptores acoplado 

subunidades G ínas G triméricas est 
y G,, de las protel a 

através de moléculas de lípidos unidos covalentemente (líneas negras Ed 

onduladas). A continuación de la unión del ligando, del intercambio de 

Dor GTP y de la disociación de las subunidades de la proteína G (pasos 1H), 


1" 


La hidrólisis de GTP a GDP causa 
que G, se disocie del efector 
y se vuelva a asociar con Gg, 


P 
* 
[3] La hormona se disocia 


del receptor; G, se une 
al efector y lo activa 


DU 


T La unión de GTP a G, 

P desencadena la disociación 
de G, tanto del receptor 
como de Gp, 


el G,  GTP libre se une y activa a una proteína efectora (paso BJ. La hidrólisis 

de GTP termina la señalización y se produce nuevamente el ensamblaje de la 
proteína G trimérica, y el sistema regresa a su estado de reposo (paso BJ). La 
unión de otra molécula de ligando causa la repetición del ciclo. En algunas vías, 
la proteína efectora es activada por la subunidad Gs, libre. La s en la proteína G, 
trimérica indica “estimuladora” (Dew Oldham y H. Hamm, 2006, Quart Rev. Biophys. 39:117). 
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la Figura 15-17 (paso EJ). En algunos casos, G, - GTP inhibe al efector. 
Más aún, la dependencia con el tipo de célula y la proteína G, la subu- 
nidad Gp liberada de su subunidad Q%, a veces traducirá una señal al 
interactuar con una proteína efectora. 

El estado G, + GTP activo es de corta duración debido a que el GTP 
unido es hidrolizado a GDP en minutos, catalizado por la actividad 
GTPasa intrínseca de la subunidad G, (véase la Fig. 15-17, paso Bl). 
Por ende, la conformación de la G, vuelve a cambiar al estado inacti- 
vo G, * GDP y bloquea así cualquier activación posterior de proteínas 
efectoras. La velocidad de la hidrólisis de GTP es a veces potenciada 
aún más mediante la unión del complejo G, - GTP al efector; por lo 
tanto, el efector funciona como una proteína de activación de GTPasa 
(GAP). Este mecanismo reduce significativamente la duración de la ac- 
tivación efectora y evita una sobrerreacción celular. En muchos casos, 
un segundo tipo de proteína GAP llamada regulador de la señalización 
de proteína G (RGS) también acelera la hidrólisis de GTP mediante la 
subunidad G,, y reduce aún más el tiempo que el efector permanece 
activado. El G, * GTP resultante vuelve a asociarse rápidamente con 
Gy, y el complejo comienza a interactuar con un receptor activado; así, 
todo el proceso empieza de nuevo. De esta forma, el sistema de trans- 
ducción de señal GPCR contiene un mecanismo integrado de retroali- 
mentación que asegura que la proteína efectora solo se active durante 
unos pocos segundos o minutos después de la activación del receptor; 
la activación continua de receptores a través de la unión de ligando, 


junto con la activación subsiguiente de la proteína G correspondiente, 
es esencial para la activación prolongada del poa 

El modelo que se muestra en la Figura 15-17 está avalado por evi 
dencia que proviene de estudios con compuestos llamados análogos 
de GTP que son estructuralmente similares al GTP y, por lo tanto, 
pueden unirse a las subunidades G, como lo hace el GTP pero no 


pueden ser hidrolizados por la GTPasa intrínseca. En algunos de estos 


compuestos, el enlace fosfodiéster P-O-P que conecta los fosfatos By 


y del GTP son reemplazados por una unión P-NH-P o P-CH,-P no 
hidrolizable. La adición de tal análogo de GTP a una membrana plas- 
mática en presencia de un agonista para un receptor particular resulta 
en una activación de la proteína G y su proteína efectora ocada de 
mucha mayor duración de la que ocurre con GTE En este experimen- 
to, una vez que el análogo de GTP no hidrolizable es intercambiado 
por GDP unido a G,, se mantiene unido de manera permanente a G.. 
Debido a que el complejo análogo G, + GTP es tan funcional como 
un complejo G, + GTP normal, la proteína efectora continúa perma- 
nentemente activa. 

La disociación mediada por GPCR de las proteínas triméricas 
puede ser detectada en células vivas. Estos estudios han explotado 
el fenómeno de transferencia de energía fluorescente, que cambia la 
longitud de onda de la fluorescencia emitida cuando dos proteínas 
fluorescentes interactúan (véase la Fig. 9-22). La Figura 15-18 mues- 
tra cómo el enfoque experimental ha demostrado que la disociación 


2) ARCHIVO DE AUDIO (INGLÉS): Activación de las proteínas G medida por transferencia de energía por 


resonancia fluorescente (FRET) 
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inactivo * 


Fluorescencia 
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de energía 
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FIGURA EXPERIMENTAL 15-18 La activación de las proteínas G se 
produce dentro de los segundos de la unión del ligando en las células 
amebas. En la célula de ameba Dictyostelum discoideum, el CAMP actúa como 
una molécula de señalización y se une a un receptor acoplado a proteína G; no 
es un segundo mensajero. Las células de ameba se transfectaron con genes 
que codifican dos proteínas de fusión: una G, fusionada a la proteína cian 
fluorescente (CFP), una forma mutante de la proteína verde fluorescente (GFP) 
y una Gy fusionada a otra variante de GFP, la proteína amarilla fluorescente 
(YFP). CFP normalmente fluoresce con luz a 490 nm; YFP con luz a 527 nm. (a) 
Cuando CFP e YFP están próximas, como en el complejo G, » G,, en reposo, 

se puede producir transferencia de energía fluorescente entre CFP e YFP 
(izquierda). Como resultado, la irradiación de células en reposo con luz a 440 


(b) 
És cAMP 
ON = añadido 
yx 
EN] 
5: 6 
+ 
oo 
=€ 
uo 
8] 
£3 08 
Na 
== — 
Ú 
Luz de excitación 
a 440 nm 
0 15 30 45 60 


tiempo (s) 


nm (la cual excita directamente a CFP pero no a YFP) causa emisión de luz a 
527 nm (amarillo), característico de YFP Sin embargo, si la unión del ligando 
lleva a la disociación de las subunidades G, y Guy entonces no se produce la 
transferencia de energía fluorescente En este caso, la irradiación de células 
a 440 nm causa la emisión de luz a 490 nn (e lan) Característica de la CFP 
(derecha). (b) Gráfico de emisión de luz amarilla (527 nm) desde una célula de 
ameba transfectada antes y después de la adición de AMP cíclico extracelular 
(flecha), el ligando para el receptor acoplado a proteína G en estas células 

La caida en la fluorescencia amarilla, la c 


Ual resulta de la disociación de la 
proteína de fusión G,-CFP de la proteina de fusión Gy YFP se produce dentro 
ndos de la adición AD 
de los segundos de la adición de cAME Adaptado de C. Janetopoulos y.cols.. 2001, Science 
291 2408 
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ia) Vista lateral del receptor P-adrenérgico 


Exterior Liganda “NH; 
Membrana TM1 
Citosol 


(c) Receptor P-adrenérgico | 


Exterior 


Membrana 


Citosol 


del complejo G. * Gp a los pocos segundos de la adición del ligan- 
a 34 


do proporciona evidencia adicional para el modelo de la alternancia 
de la proteína G. Esta técnica experimental general puede utilizarse 
Para seguir la formación y disociación de otros complejos proteína- 


Proteína en células vivas. 


FIGURA 15-19 Estructura del receptor P-adrenérgico en los estados 
activo e inactivo y con su proteína G trimérica asociada, la Guo (3) 
Comparación de las estructuras tridimensionales del receptor B-adrenergico 
activado (dorado) unido a un agonista fuerte y el receptor inactivo Ípurpura) 
unido a un antagonista. (b) Vista desde la superficie citosólica. Nótense 

los principales cambios vistos en las conformaciones de los dominios 
intracelulares de las hélices transmembrana 5 (TM5) y 6 (TM6). En el estado 
activo, TM5 es extendida por dos giros helicoidales, mientras que TM6 se 
mueve hacia afuera 1,4 nm. (c) La estructura del complejo receptor activo 
muestra el receptor adrenérgico (dorado) unido a un agonista (esferas 
negras y rojas) y que participa en interacciones extensas con un segmento 
de G, (púrpura). G, junto con ¿, (verde) y (rojo) constituyen la proteína G 
heterotrimérica G,. (De 5 Rasmussen y cols, 2011, Nature 476.387-390] 


Durante muchos años, fue imposible determinar la estructura del 
mismo GPCR en los estados activo e inactivo. En la actualidad, esto 
se ha logrado con el receptor B-adrenérgico (como así también con la 
rodopsina, analizada en la Seccion 15.4). Las siete hélices QL embebi- 
das en la membrana del receptor B-adrenérgico rodean totalmente un 
segmento central al cual se une no covalentemente un agonista o un 
antagonista (Fig. 15-19). La unión de un agonista al receptor induce 
un cambio conformacional (Fig. 15-19a) en el cual existen sustanciales 
movimientos de las hélices transmembrana 5 y 6 que cambian en la 
estructura del lazo C3; juntos, crean una superficie que ahora puede 
unirse a un segmento de la subunidad G,, (Fig. 15- 19b). 

Los estudios de cristalografía de rayos X del complejo de receptor 
activado y G, también han revelado cómo las subunidades de una pro- 
teína G interactúan entre sí y proporcionan pistas acerca de cómo la 
unión de GTP lleva a la disociación de la G, a partir de la subunidad 
Gp, Como se reveló en el modelo estructural de la Figura 15-19b, una 
superficie grande de G, * GDP interactúa con la subunidad Gy; parte 
de esta superficie se localiza en la hélice alfa AN en el segmento N- 
terminal de G, : GDP Nótese que G, contacta directamente a Gy pero 
no a G,. La unión de los segmentos N-terminales alfa helicoidales a-N y 
a5 de la proteína G,, con las hélices transmembranas 5 y 6 del receptor 
activado (Fig. 15-19b) será seguida, junto con otras proteínas G, por la 
apertura de la subunidad G,, la expulsión del GDP unido y su reempla- 
zo con GTP; esto es inmediatamente seguido por cambios conforma- 
cionales dentro de interruptores 1 y II que perturban las interacciones 
moleculares entre G, y Gj, lo que lleva a sus disociaciones. 


Diferentes proteínas G son activadas por distintos 
GPCR y, a su vez, regulan diversas proteínas 
efectoras 


Todas las proteínas efectoras en las vías GPCR son canales de ¡ones uni- 
dos a membrana o enzimas unidas a membrana que catalizan la forma- 
ción de los segundos mensajeros que se muestra en la Figura 15-8, Las 
variaciones sobre el tema de la señalización GPCR que describimos en 
las Secciones 15.4 a 15.6 surgen debido a que múltiples proteínas G es- 
tán codificadas en los genomas eucariontes, Según el último conteo, los 
seres humanos tienen 21 subunidades G, diferentes codificadas por 16 
genes, varios de los cuales sufren corte y empalme alternativo, seis su- 
bunidades Gp y 12 subunidades G,, Hasta donde se conoce, las diferen- 
tes subunidades G son esencialmente intercambiables en sus funciones, 
mientras que distintas subunidades Gp, permiten a las varias proteínas 

G sus especificidades. Así, podemos referirnos a la proteína G completa 

de tres subunidades por el nombre de su subunidad alfa. 
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Cuadro 15-1 | Principales 


Clase G, Efector asociado 


G Canal de K' adenilciclasa (Gy, 
activa al efector) 


Adenilciclasa 


J 
aolt 


Fosfolipasa C 


clases de proteínas G triméricas de mamífero y sus efectores* 


Segundo mensajero 


cAMP (aumentado) 


IP,, DAG (aumentado) 


Ejemplos dereceptores 
adrenérgico (adrenalina); receptores 


Receptor B- : 
serotonina, vasopresina 


G. Adenilciclasa AUF iento) he E 
Receptor OL -adrenérgico 
E : de acetilcolina 


4 cAMP (disminuido) 
Cambio en el potencial de membrana 


Receptor muscarínico 


Receptores de olor en la narIZ 


a ico 
Receptor 0%, adrenérgic 


G 
E a A A 
Gao Fosfolipasa € IP,, DAG (aumentado) Receptor de acetilcolina en células endoteliales 
Ga, cGMP fosfodiesterasa cGMP (reducido) Rodopsina (receptor de luz) en los bastones 
| de G,, pero se han descrito múltiples 


- Una subclase G,, dada puede estar asociada con más de una proteína efectora. Hasta la actualidad, solo se h 
roteínas G,,, y G,,- Por lo general, las proteínas efectoras están reguladas por G,,, pero en algunos casos por Gp, o la 


Pp 
IP, = inositol 1,4,5-trifosfato; DAG = 1,2-diacilglicerol. 


FUENTES: véase L. Birnbaumer, 1992, Cell 71:1069; Z. Farfel y cols., 1999, New Eng. J. Med. 340:1012; y K. Pierce y cols., 


El Cuadro 15-1 resume las funciones de las principales clases de 
proteínas G con diferentes subunidades G,. Por ejemplo, los diversos 
tipos de receptores de adrenalina mencionados anteriormente están 
acoplados a diferentes subunidades G, que influyen de manera dife- 
rente en proteínas efectoras y, por ende, tienen efectos distintos sobre el 
comportamiento celular en una célula diana. Ambos subtipos de recep- 
tores B-adrenérgicos, llamados $, y B,, están acoplados a una proteína 
G estimuladora (G,) cuya subunidad alfa (G,) activa enzimas efectoras 
unidas a membrana llamadas adenilciclasas. Una vez activada, esta en- 
zima cataliza la síntesis del segundo mensajero cAMP. Por el contrario, 
el subtipo 02, del receptor B-adrenérgico está acoplado a una proteína 
G inhibitoria (G,) cuya subunidad alfa G,, inhibe a la adenilciclasa, la 
misma enzima efectora asociada con los receptores B-adrenérgicos. La 
subunidad G,,, que está acoplada al receptor a. -adrenérgico, activa 
una enzima efectora diferente, la fosfolipasa C, que genera otros dos 
segundos mensajeros, DAG e IP, (véase la Fig. 15-8). En el Cuadro 15-1 
se enumeran ejemplos de vías de señalización que utilizan cada una de 
las subunidades G, y que se describirán en las siguientes tres secciones. 


Algunas toxinas bacterianas contienen una subunidad que pene- 

tra la membrana plasmática de las células de mamífero diana y 
cataliza en el citosol una modificación química sobre las proteínas G, 
que evita la hidrólisis del GTP unido a GDP. Por ejemplo, las toxinas 
producidas por la bacteria Vibrio cholera, que causa cólera, O ciertas 
cepas de E. coli modifican la proteína G,, en las células epiteliales intes- 
tinales. Como resultado, G,,, permanece en el estado activo, y así activa 
de manera continua al efector adenilciclasa en ausencia de estimula- 
ción hormonal. La elevación excesiva resultante en el cAMP intracelu- 
lar lleva a una pérdida de electrolitos y agua hacia el lumen intestinal, 
lo que ocasiona la diarrea característica de la infección por estas bacte- 
rias. La toxina producida por Bordetella pertussis, una bacteria que co- 
múnmente infecta el tracto intestinal y causa tos ferina, cataliza una 
modificación de Ga, que evita la liberación de GDP unido. Como re- 
sultado, Gar, está bloqueada en el estado inactivo, lo que reduce la inhi- 


a identificado una clase principa 
acción combinada de G, y Goy 


2002, Nature Rev. Mol. Cell Biol. 3:639. 


incremento resultante en el CAMP en las 


bición de la adenilciclasa. El 
la la pérdida de líquidos y 


células epiteliales de las vías aéreas estimu 
electrolitos y la secreción mucosa.M 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 15.3 


Receptores acoplados a proteína G: estructura 
y mecanismo 


* Los receptores acoplados a proteína G (GPCR) son una familia 
grande y diversa con una estructura común de siete hélices Q que 
atraviesan la membrana y un bolsillo de unión al ligando interno que 
es específico para ligandos (véanse las Figs. 15-15 y 15-16). 


- Los GPCR pueden tener una variedad de efectos celulares depen- 
diendo del subtipo de receptor que une ligando. Por ejemplo, la 
hormona adrenalina, que media la respuesta de lucha o huida, se une 
a múltiples subtipos de GPCR en diversos tipos celulares, con efectos 
psicológicos variables. 


* Los GPCR están acoplados a proteínas G triméricas, que contienen 
tres subunidades designadas «t, B,y y. La subunidad G, es una proteína 
interruptora GTPasa que alterna entre un estado activo (“encendido”) 
con GTP unido y otro inactivo (“apagado”) con GDP unido. La forma 
“encendida” se separa de las subunidades $ y y y activa un efector 
unido a membrana. Las subunidades f y y permanecen unidas juntas 
y solo ocasionalmente transducen señales (véase la Fig. 15-17). 


“da unión del ligando causa un cambio conformacional en ciertas hé- 
Uees:que atraviesan la membrana y los lazos intracelulares del GPCR, 
pele - e unirse a y funcionar como un factor intercambiador 
A guesptido de guanina (GEF) para su subunidad G_ acoplada; así 
cataliza la disociación del GDP y posibilita que se a pa e pad 
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pio resultante en la conformación de las regiones interruptoras en G 

os de á a 
causa que esta se disocie de la subunidad Gp, y del receptor e interac- 
wúe con una proteína efectora (véase la Fig. 15-17), 


. Los experimentos de transferencia de energía fluorescente demues- 


tran la disociación mediada por receptor de las subunidades G yG 
>. e 
en células vivas (véase la Fig. 15-18). á 


. Las proteínas efectoras activadas (o inactivadas) por proteínas G 
triméricas son enzimas que forman segundos mensajeros (p. ej., 
adenilciclasa, fosfolipasa C) o canales de iones (véase el Cuadro 15-1 y 
En cada caso, es la subunidad G, la que determina la función de la 
proteína G y permite su especificidad. 


15,4 Receptores acoplados a proteína G 
que regulan los canales iónicos 


Una de las respuestas celulares más simples a una señal es la apertu- 
ra de canales iónicos esenciales para la transmisión de los impulsos 
nerviosos. Estos son fundamentales para la percepción sensorial de 
los estímulos ambientales como la luz y los olores, la transmisión 
de información hacia y desde el cerebro, y para la estimulación del 
movimiento muscular. Durante la transmisión de los impulsos ner- 
viosos, la apertura y cierre de canales de iones produce cambios en 
el potencial de membrana. Muchos receptores de neurotransmisores 
son canales de iones regulados por ligando que se abren en respues- 
ta a la unión de un ligando. Tales receptores incluyen algunos tipos 
de receptores de glutamato, serotonina y acetilcolina, incluyendo los 
receptores de acetilcolina que se encuentran en las sinapsis músculo- 
nervio. Los canales de iones regulados por ligando que funcionan 
como receptores de neurotransmisores se tratan en el Capítulo 22, 

Sin embargo, muchos receptores de neurotransmisores son re- 
ceptores acoplados a proteína G cuyas proteínas efectoras son canales 
de Na* o K*. Los neurotransmisores que se unen a estos receptores 
causan que el canal iónico asociado se abra o se cierre, lo que lleva 
a cambios en el potencial de membrana. Aun así, otros receptores 
neurotransmisores, como así también receptores de olor en la nariz y 
fotorreceptores en el ojo, son receptores acoplados a proteína G que 
indirectamente modulan la actividad de los canales iónicos a través 
de la acción de segundos mensajeros. En esta sección, se consideran 
dos receptores acoplados a proteína G que ilustran los mecanismos 
directo e indirecto para la regulación de los canales de ¡ones: el recep- 
tor muscarínico de acetilcolina del corazón y la proteína rodopsina 
activada por luz en el ojo. 


Los receptores de acetilcolina en el músculo 
cardíaco activan una proteína G que abre los 
Canales de K* 

Los receptores muscarínicos para la acetilcolinan son un tipo de 


GPCR que se encuentra en el músculo cardíaco. Cuando se acti- 
van, estos receptores disminuyen la velocidad de la contracción 
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FIGURA 15-20 Activación del receptor muscarínico de acetilcolina y 

su canal de K* efector en el músculo cardíaco. La unión de acetilcolina 
desencadena la activación de la subunidad G,, y su disociación de la 
subunidad G y en la forma usual (véase la Fig. 15-17). En este caso, la subunidad 
Gp, liberada (en lugar de G,, : GTP) se une a la proteína efectora asociada, un 
canal de K*, y la abre. El aumento en la permeabilidad del K* hiperpolariza la 
membrana, lo cual reduce la frecuencia de contracción del músculo cardíaco. 
Aunque aquí no se muestra, la activación termina cuando el GTP unido a G,, es 
hidrolizado (por una enzima GAP que es una parte intrínseca de la subunidad 
G,,) al GDP y G,, : GDP se recombina con Gpy (Véase K Ho y cols., 1993, Nature 36231, e Y 
Kubo y cols, 1993, Nature 362.127) 


HA +++ 


muscular. Debido a que la muscarina, un análogo de la acetilco- 
lina, también activa estos receptores, estos últimos se denominan 
“muscarínicos,” Dicho tipo de receptor de acetilcolina está acoplado 
a una subunidad G,,, y la unión de ligando lleva a la apertura de 
los canales de K* asociados (la proteína efectora) en la membrana 
plasmática (Fig. 15-20). El flujo de salida subsiguiente de iones K* 
a partir del citosol causa un aumento en la magnitud del habitual 
potencial interior negativo a través de la membrana plasmática que 
dura varios segundos. Este estado de la membrana, llamado hiper- 
polarización, reduce la frecuencia de la contracción muscular. Es 
posible demostrar experimentalmente este efecto mediante la adi- 
ción de acetilcolina a las células de músculo cardíaco aislado y por la 
medición del potencial de membrana utilizando un microelectrodo 
insertado en la célula (véase la Fig. 11-19). 

Como se muestra en la Figura 15-20, la señal de los receptores 
muscarínicos es traducida a la proteína canal efectora mediante la su- 
bunidad Gs, liberada por el G, - GTP. Go, activa directamente el canal 
de K”; esto fue demostrado mediante experimentos de pinzamiento 
de micromembrana (patch-clamping), que pueden medir el flujo de 
iones a través de un único canal de iones en una zona diminuta de 
membrana (véase la Fig. 11-22). Cuando la proteína purificada G,, 
se añadió al lado citosólico de una microzona de membrana plasmá- 
tica de músculo cardíaco, los canales de K* se abrieron de inmediato, 
incluso en ausencia de acetilcolina u otros neurotransmisores lo cual 


indica claramente que es la proteína Gg, la responsable de la apertura 
de los canales de K* efectores y no G, > GTP. 
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La luz activa las rodopsinas acopladas a proteina G 
en las células bastones del ojo 


La retina humana contiene dos tipos de células fotorreceptoras, bas- 
tones y conos, que son los receptores primarios de la estimulación vi- 
sual. Los conos están involucrados en la visión de los colores, mien- 
tras que los bastones son estimulados por luz débil como la de luna 
en un intervalo de longitudes de onda. Las células fotorreceptoras 
forman sinapsis capa sobre capa de interneuronas que están inerva- 
das por diferentes combinaciones de células fotorreceptoras. Todas 
estas señales son procesadas e interpretadas por la parte del cerebro 
que se denomina corteza visual. 

Las células bastones detectan la luz con la adición de un GPCR sen- 
sible a la luz conocido como rodopsina. Esta consiste en proteína opsi- 
na, que tiene la estructura GPCR usual, unida covalentemente a un pig- 
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FIGURA 15-21 Célula bastón interno 


humana. (a) Diagrama esquemático 
de una célula bastón completa 

En el cuerpo sináptico, la célula 
bastón forma sinapsis con una o 
más interneuronas. La rodopsina, 
un receptor acoplado a proteína G 
sensible a la luz, está localizado en 
los discos de membrana aplanada 
del segmento externo de la célula 
(b) Microfotografía electrónica de la 
región de la célula bastón indicada 
por los corchetes en (a). Esta región 
incluye la unión de los segmentos 


interno y externo. (Parte [b] de R. G 
Kessel y RH. Kardon, 1979, Tissues and Organs. A 
textÁtlas of 5canming Electron Microscopy, MW. H 
Freeman and Company, p 91; 
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amado retinal. La rodopsina, que se encuentra 
es, se localiza en los 1 000 o menos discos de 
membrana aplanada que constituyen E a fla o estas 
células con forma de bastón (PI8- ml 1). pa e ñ n Umana 
contiene alrededor de 4 X 107 moléculas de ro opsina. a Proteína ( 
a rodopsina, llamada transducina (G), contiene 
: al igual que la rodopsina, G, se 


mento que absorbe luz 1] 
solo en las células baston 


trimérica acoplada a | E 
una unidad de G, conocida como e 
¿lulas bastón. 

encuentra solo en las cé y | 
La rodopsina difiere de Otros GPCR en que la unión de un ligando 
a al receptor. Más bien, la absorción de un fotón de 
: . SA 3d 

a señal de activación. Con la absorción de 


a rodopsina es convertido de inmediato de 
la forma cis (conocida como | 1-cis-retinal) al isómero all- trans, lo mm 


causa un cambio conformacional en la proteína opsina (Fig. 15-22), 
ambio conformacional de activación que se pro- 
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FIGURA 15-22 Paso desencadenado en la visión por la luz. El pigmento 
que absorbe luz 11-cis-retinal se une covalentemente al grupo amino de un 
residuo de lisina en la opsina, la parte proteica de la rodopsina. La absorción de 
luz causa una fotoisomerización rápida del isoméro cis-retinal a all-trans-retinal 
Esto desencadena un cambio conformacional en la proteína opsina y se forma 
el intermediario inestable meta-rodopsina ll, u opsina activada (véase la Fig 

3-73), que activa las proteínas G,. Dentro de los segundos, all-trans-retinal se 
disocia de la opsina y es convertido por una enzima nuevamente al isómero 
cis, que luego se vuelve a unir a otra molécula de Opsina. (vease J Nathans, 1992 
Biochemistry 314923 


duce con la unión del ligando por otros receptores acoplados a proteína 
G; dicho cambio permite a la rodopsina unirse a la subunidad G,, ad- 
yacente de la proteína G acoplada, lo cual desencadena el intercambio 
de GTP por GDP. La rodopsina activada, R”, es inestable y se disocia 
espontáneamente a sus partes componentes; así, libera la opsina adhe- 
rida covalentemente, que no puede unirse más a una subunidad G,, y 
all-trans-retinal, lo que de este modo termina la señalización visual. En 
la oscuridad, el all-trans-retinal libre es convertido otra vez a la forma 
11-cis-retinal, que luego puede volver a unirse a opsina y formar nue- 


vamente rodopsina. 


La activación de la rodopsina por la luz lleva al cierre 
de los canales de cationes regulados por cGMP 


En la oscuridad, el potencial de membrana de una célula bastón es 
de alrededor de -30 mV, considerablemente menor que el potencial de 
reposo (-60 a -90 mV) típico de neuronas y otras células eléctricamen- 
te activas. Este estado de la membrana, llamado despolarización, causa 
que en la oscuridad las células bastones secreten de manera constante 
neurotransmisores; por lo tanto, las neuronas con las cuales forman si- 
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2 ' ne a 


napsis están continuamente estimuladas. El estado de despolarización 
de la membrana plasmática de las células bastón en reposo se debe a la 
presencia de una gran cantidad de canales iónicos no selectivos abiertos 
que admiten Na” y Ca”; recuérdese del Capítulo 11 que el movimiento 
de los iones cargados positivamente como Na* y Ca” del lado exter- 
no de la célula hacia el interior reducirá la magnitud del potencial de 
membrana negativo adentro. La absorción de luz por parte de la ro- 
dopsina lleva a un cierre de estos canales y causa que el potencial de 
membrana se torne más negativo adentro. 

Cuanto más fotones absorba la rodopsina, más canales estarán ce- 
rrados, menos ¡ones Na* y Ca” cruzarán la membrana desde el exterior, 
más negativo se tornará el potencial de membrana y se liberarán menos 
neurotransmisores. La reducción en la liberación de neurotransmiso- 
res es transmitida hacia el cerebro por una serie de neuronas, donde es 
percibida como luz. 

A diferencia del receptor muscarínico de acetilcolina analizado 
anteriormente, las proteínas G activadas por rodopsina no actúan di- 
rectamente sobre canales de iones. El cierre de los canales catiónicos 
en la membrana plasmática de la célula bastón requiere cambios en 
la concentración del segundo mensajero GMP cíclico, o cCGMP (véase 
la Fig. 15-18). Segmentos externos en la célula bastón contienen una 
concentración inusualmente elevada (- 0,07 mM) de cGMP, que se 
forma de manera continua a partir de GTP en una reacción cataliza- 
da por guanilciclasa. Sin embargo, la absorción de luz por parte de la 
rodopsina induce la activación de cCGMP fosfodiesterasa (PDE), que hi- 
droliza CGMP a 5'-GMP. Como resultado, la concentración de CGGMP 
disminuye con la iluminación. La alta concentración de cCGMP presente 
en la oscuridad actúa para mantener abiertos los canales de cationes 
regulados por cCGMP, la disminución en CGMP inducida por la luz lleva 
al cierre de canales, hiperpolarización de membrana y liberación redu- 
cida de neurotransmisores. 

Como se describe en la Figura 15-23, la CGMP fosfodiesterasa es la 
proteína efectora para G,,, y ambas se localizan en la membrana disco 
de la célula bastón, El complejo G, + GTP libre que es generado después 
de la absorción de luz por parte de la rodopsina se une a las dos subuni- 
dades y inhibitorias de la CGMP fosfodiesterasa y libera las subunidades 
catalíticas Q y B, que luego convierten el CGMP a GMP. Esto es un claro 
ejemplo de cómo la eliminación inducida por la señal de un inhibidor 
puede rápidamente activar una enzima, un mecanismo común en las 
vías de señalización. A su vez, la concentración disminuida de cCGMP 
lleva al cierre del canal iónico regulado por cCGMP en la membrana 
plasmática de la célula bastón, lo que reduce así la liberación de neu- 
rotransmisor. 

Se ha obtenido evidencia directa para la función del cCGMP en la 
actividad de la célula bastón en estudios de pinzamiento o fijación 
de micromembrana (patch-clamping) al utilizar microzonas aisla- 
das de membrana plasmática del segmento externo, que contiene 
abundantes canales iónicos regulados por cCGMP. Cuando se añade 
cGMP a la superficie citosólica de estas microzonas, existe un rápi- 
do incremento en el número de canales de ¡ones abiertos; CGMP se 
une directamente a un sitio sobre la proteína cana] para mantenerlos 
abiertos. Al igual que con los canales de K* analizados en el Capítulo 

1 1, la proteína canal regulada por cGMP contiene cuatro subunida- 
des (véase la ig. 11-20). En este caso, cada una de las subunidades 
es capaz de unirse a una molécula de cGMP. Tres o cuatro moléculas 
de cCGMP deben unirse por canal para poder abrirlo; esta interacción 
alostérica torna a la apertura del canal muy sensible a los cambios en 
las concentraciones de cCGMP. 
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FIGURA 15-23 La vía de rodopsina activada por luz y el cierre de los 
canales de cationes en las células bastón. En las células bastón adaptadas 
a la oscuridad, uma concentración alta de CGMP mantiene abierto los canales 
de cationes no selectivos regulados por nucleótido y lleva a la despolarización 
de la membrana plasmática y a la liberación del neurotransmisor. La absorción 
de luz genera rodopsina activada, R” (paso MI), que se une a la proteína G,, 
con GDP unido y media el reemplazo de GDP por GTP (paso EJ). La G,, - GTP 
libre generada luego activa la cCGMP fosfodiesterasa (PDE) mediante unión a 
sus subunidades y inhibitorias (paso EJ) y disociándolas de las subunidades 
catalíticas ar y B (paso EJ). Liberadas de su inhibición, las subunidades al y 


La conversión de G,, - GTP activo de regreso a G,, * GDP es acele- 
rada por una proteína de activación de GTPasa (GAP) específica. En 
los mamíferos, por lo general G,, permanece en el estado activo con 
GTP unido durante solo una fracción de segundo. Así, la CGMP fosfo- 
diesterasa se torna inactiva con rapidez, y la concentración de cGGMP 
gradualmente se eleva a su concentración original cuando se elimina el 
estímulo de luz. Esto permite respuestas rápidas del ojo hacia el movi- 
miento de los objetos que cambian. 


La amplificación de señal torna sumamente sensible 
la vía de transducción de señal de la rodopsina 


Notablemente, un único fotón absorbido por una célula bastón en 
reposo produce una respuesta medible, un cambio más negativo en el 
interior negativo en el potencial de membrana de alrededor de 1 mV, 
que en los anfibios dura uno o dos segundos. Los seres humanos son 
capaces de detectar un destello de apenas cinco fotones. El sistema de 
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B de la PDE hidrolizan cCGMP a GMP (paso BJ). La disminución resultante en 

el cCGMP citosólico lleva a la disociación de cCGMP de sus canales regulados 

por nucleótido en la membrana plasmática y al cierre de los canales 

(paso E). La membrana luego se torna transitoriamente hiperpolarizada, 

y el neurotransmisor liberado es reducido. El complejo de Gi * GTP y las 
subunidades y de PDE se unen al complejo de activación GTPasa llamado 
RGS9-GB5 (paso H); mediante hidrólisis del GTP unido, esto desencadena la 
inactivación fisiológicamente rápida de la fosfodiesterasa. (Adaptado de V. Arshavsky y 
E. Pugh, 1998, Neuron 20:11, y V. Arshavsky, 2002, Trends Neurosci. 25:124) 


detección de luz es tan sensible debido a que la señal es amplificada 
en gran medida durante la vía de transducción de señal. Cada opsi- 
na activada en la membrana disco de la célula bastón puede activar 
500 moléculas G,, cada una de las cuales a su vez activa una cGMP 
fosfodiesterasa. Cada molécula de fosfodiesterasa hidroliza cientos de 
moléculas CGMP durante la fracción del segundo que permanece ac- 
tiva. Por lo tanto, la absorbancia de un único fotón (con producción 
de una molécula de opsina activada) puede desencadenar el cierre de 
cientos de canales de ¡ones en la membrana plasmática y un cambio 
medible en el potencial de membrana de la célula. 


La terminación rápida de la vía de transducción de 
señal de rodopsina es esencial para la visión aguda 


Al nio que en todas las vías de transducción de la señal acoplada 
: po na G, la terminación oportuna de la vía de señalización 4 
a Todopsina requiere que todos los intermediarios activados sean 
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activados rápidamente a fin de restaurar el sistema a su estado basal, 
jisto para una nueva señalización. Así, las tres proteínas interme- 
diarias, rodopsina activada (R*), G,, - GTP y CGMP fosfodiesterasa 
(PDE), deben ser inactivadas, y la concentración citoplasmática del 
mensajero CGMP debe ser restaurada a su concentración en oscu- 
ridad mediante la adenilciclasa. Durante una respuesta de un único 
fotón de una célula bastón de mamífero, el proceso completo de 
activación e inactivación de rodopsina se completa dentro de los 
- 50 milisegundos, lo que permite al ojo detectar movimientos rá- 
pidos u Otros cambios en los objetos a nuestro alrededor. Diversos 


mecanismos actúan en conjunto para tornar posible esta respuesta 
muy rápida. 


Proteínas GAP que inactivan G,, - GTP El complejo de la subuni- 
dad inhibitoria y fosfodiesterasa y G,, * GTP recluta un complejo de 
dos proteínas, RGS9 y GB5, que juntas actúan como una proteína 
GAP e hidrolizan el GTP unido a GDP. Esto libera la subunidad y 
inhibitoria y termina la activación fosfodiesterasa. Los experimen- 
tos con ratones que tienen inactivado el gen RGS9 demuestran que 
esta proteína es esencial para la inactivación normal de la cascada 
in vivo. En las células de bastón murinas, el tiempo de recuperación 
de un único destello aumenta del valor normal de 0,2 s a alrededor 


de 9 s en el mutante, un incremento de 45 veces, lo que demuestra 
la importancia de esta proteína GAP. 


Proteínas sensibles al Ca?* que activan la guanilato ciclasa El cie- 
rre desencadenado por la luz de los canales de Na* y Ca?”* regulados 
por cCGMP causará una caída en la concentración citosólica de Ca”, 


puesto que el Ca?* es bombeado de forma continua fuera de la célu- 
la independientemente del estado de estos canales. La caída de Ca** 
intracelular es detectada por las proteínas de unión a Ca* llamadas 
proteínas de activación de guanilato ciclasa, o GCAP. Esto produce 
una estimulación rápida de la síntesis de CGMP por la guanilato cicla- 
sa, lo que causa que los canales de ¡ones vuelvan a abrirse. 


Fosforilación de la rodopsina y unión de la arrestina Un proceso 
importante que modula en forma negativa y termina la respuesta 
visual involucra la fosforilación de la rodopsina en su conformación 
activa (R*) pero no en su forma inactiva, o forma oscura (R), por 
parte de la rodopsina-cinasa (Fig.15-24), un miembro de una clase 
de GPCR cinasas. Cada molécula de opsina tiene tres sitios princi- 
pales de fosforilación de serina sobre su segmento C4 C-terminal 
que mira hacia el citosol; cuanto más sitios son fosforilados, menos 
capaz es R* de activar G,,; por lo tanto, induce el cierre de los ca- 
nales catiónicos regulados por GMP. La proteína arrestina se une 
a tres residuos de serina fosforilados sobre el segmento opsina C- 
terminal, La arrestina unida evita por completo la interacción de G,, 
con R* fosforilada, bloquea totalmente la formación del complejo 
G,,* GTP activo y detiene la activación adicional de la fosfodieste- 
rasa CGMP. Durante una respuesta de un solo fotón de una célula 
bastón de mamífero, el proceso entero de múltiple fosforilación de 
rodopsina y unión de arrestina se completa dentro de los - 50 mi- 
lisegundos. Los fosfatos unidos a la rodopsina son eliminados con- 
tinuamente por parte de enzimas fosfodiesterasas, y esto causa la 


disociación de arrestina y una rápida restauración de rodopsina a 
su estado original, nativo. 
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FIGURA 15-24 Inhibición de la señalización de rodopsina por la : 
rodopsina-cinasa. La rodopsina activada por luz (R*), pero no la peo 
adaptada a oscuridad, es un sustrato para la rodopsina-cinasa. La cantidad de 
la fosforilación de la rodopsina es proporcional a la cantidad de tiempo bd 
Cada molécula de rodopsina pasa en la forma activada por luz y reduce la 
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capacidad de la R* para activar la transducina. La arrestina se une a la opsina 
completamente fosforilada y forma un complejo que no puede activar la 


transducina en absoluto. (Véase A Mendez y cols, 2000, Neuron 28.153, y V. Arshavsky, 2002, 
Trends Neurosci 25124) 


15.4 Receptores acoplados a proteína G que regulan los canales iónicos 697 


Las células bastón se adaptan a las concentraciones 
variables de luz ambiental mediante tráfico 
intracelular de arrestina y transducina 


Las células conos son insensibles a niveles bajos de iluminación, y la 
actividad de las células bastón es inhibida a niveles altos de luz. Así, 
cuando nos movemos de la luz del día a una habitación tenuemente 
iluminada, en un inicio quedamos cegados. Lentamente, sin embargo, 
las células bastón se tornan sensibles a la luz tenue y se distinguen obje- 
tos. Durante este intervalo, en la célula bastón “aparece” su sensibilidad 
a los destellos de luz, o contraste. A través de este proceso de adaptación 
visual, una célula bastón puede percibir el contraste en un rango de 
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FIGURA 15-25 Ilustración esquemática de la distribución de 
transducina y arrestina en las células bastón adaptadas a oscuridad y 
adaptadas a luz. (a) En la oscuridad, la mayoría de la transducina se localiza 
en el segmento externo, mientras que la mayoría de la arrestina se encuentra 
en otras partes de la célula; en esta condición, la visión es más sensible a 
niveles de luz muy bajos. (b) Con luz brillante, poca transducina se encuentra 
en el segmento externo y abundante arrestina se encuentra allí: en esta 
condición, la visión es relativamente insensible a cambios pequeños en la luz. 
El movimiento coordinado de estas proteínas contribuye a nuestra capacidad 
para percibir imágenes en un rango de 100 000 veces los niveles de luz 
ambiental. (De P Calvert y cols, 2006, Trends Cell Biol 16.560) 
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abunidads a Y Gn sin en ls segmentos exemos mientras 
menos del 10% de arrestina se localiza allí (Fig. 15-25). Sto permite la 
esción máxima dela cGMP fosfodiesterasa efectora corriente abajo 
qe 0 bili ¿ma a cambios pequeños en la luz. p 
y, por lo tanto, sensibilidad máxima Pa ero 
la exposición durante 10 minutos a intensidade E a modera. 
da causa una redistribución completa de estas proteinas: más del 8po,, 
de las subunidades G,, Y Gy, $e MUEVEN fuera A nO externo 
hacia otras partes de la célula mientras que más ; 80% del inhib;. 
dor arrestina se mueve hacia el segmento externo. Aún se desconoce el 
mecanismo por el cual estas proteínas se mueven, pero probablemente 
involucra motores adheridos a microtúbulos que mueven proteínas 
adheridas y partículas hacia adentro y hacia afuera (véase el Capítulo 
18). La reducción en G,, Y Gp, en el segmento externo significa que 
las proteínas G,, son físicamente incapaces de unir rodopsina activada 
y, por lo tanto, de activar CGMP fosfodiesterasa. Al mismo tiempo, el 
aumento en arrestina en el segmento externo significa que cualquier 
rodopsina activada se inactivará más rápidamente. Juntos, la caída en 
la transducina y el aumento en la arrestina reducen en gran medida 
la capacidad de pequeños incrementos en los niveles de luz de activar 
la CGMP fosfodiesterasa efectora corriente abajo; por ende, solo gran- 
des cantidades de niveles de luz serán detectadas por las células bastón. 
Estos movimientos de proteínas se invierten cuando la luz ambiental 


100 000 veces los nive 


disminuye. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 15.4 


Receptores acoplados a proteína G que regulan 
los canales iónicos 


* El receptor cardíaco muscarínico de acetilcolina es un GPCR cuya 
proteína efectora es un canal de K*. La activación del receptor libera 
y subunidad Gpy que se une al canal de K* y lo abre (véase la Fig. 15- 
20). La hiperpolarización resultante de la membrana celular disminu- 
ye la velocidad de contracción del músculo cardíaco. 


* La rodopsina, el GPCR fotosensible en las células bastón, compro- 
mete a la proteína opsina unida al 11-cis-retinal. La isomerización 
del rad 1 1-cis-retinal produce opsina activada, que luego activa a la 
proteína G trimérica acoplada transducina (G,) al catalizar el inter- 


cambio de GTP libre por GDP unido a la subundiad G (véanse las 
Figs. 15-22 y 15-23). Ñ 


* La proteína efectora en la vía de la rodopsina es la fosfodiesterasa 
cGMP, que es activada por la liberación mediada por G,, + GTP delas 
subunidades inhibidoras. La reducción en la concentración de cGMP 
por esta enzima lleva al cierre de los canales Na*/Ca?* regulados po! 
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cGMPB, hiperpolarización de la membrana y liberación disminuida de 
neurotransmisores (véase la Fig. 15-23), 


* Varios mecanismos actúan para terminar la señalización visual: pro- 
teínas GAP inactivan G,, + GTP, las proteínas sensibles al Ca?" activan 
la guanilato ciclasa y la fosforilación de la rodopsina y la unión de 
arrestina inhibe la activación de la transducción. 


* La adaptación a un amplio espectro de niveles de luz está mediada 
por movimientos de transducción y de arrestina hacia adentro y hacia 
afuera de los segmentos externos de la célula bastón, que juntos mo- 
dulan la capacidad de incrementos pequeños en los niveles de luz para 
activar la CGMP fosfodiesterasa efectora cuesta abajo y, por lo tanto, la 
sensibilidad de la célula bastón a diferentes ambientes de luz. 


15.5 Receptores acoplados a proteína G 
que activan o inhiben la adenilciclasa 


Las vías GPCR que utilizan adenilciclasa como una proteína efectora 
y CAMP como el segundo mensajero se encuentran en la mayoría de 
las células de mamífero, donde regulan funciones celulares tan diversas 
como el metabolismo de grasas y azúcares, la síntesis y secreción de 
hormonas y la contracción muscular. Estas vías siguen el mecanismo 
GPCR general descrito en la Figura 15-17; la unión del ligando al re- 
ceptor activa una proteína G trimérica acoplada que activa una proteí- 
na efectora, en este caso, la adenilciclasa sintetiza el segundo mensajero 
difusible cCAMP, partir de ATP (Fig. 15-26). A su vez, el CAMP activa 
una proteincinasa dependiente de caAMP que fosforila proteínas diana 
específicas. 

Para explorar esta vía GPCR/CcAMP, nos fijamos en la primera de 
tales vías descubiertas: la generación de glucosa-1-fosfato estimulada 
por hormona a partir de glucógeno, un polímero de almacenamiento 
de glucosa. La degradación de glucógeno (glucólisis) se produce en las 
células musculares y hepáticas en respuesta a las hormonas como la 
adrenalina y el glucagón y es una vía principal por la cual las células 
disponen de glucosa para sus necesidades energéticas. Este ejemplo 
demuestra cómo la activación de un GPCR puede estimular la activi- 
dad de enzimas intracelulares de un huésped, todas involucradas en 
una tarea importante desde el punto de vista fisiológico: el metabo- 


lismo del glucógeno. 


La adenilciclasa es estimulada e inhibida 
por diferentes complejos ligando-receptor 


En condiciones donde la demanda de glucosa es grande debido a 
baja concentración de azúcar en sangre, el glucagón es liberado por 
las células alfa en los islotes pancreáticos; en el caso de un estrés 


repentino, la adrenalina es liberada por las glándulas suprarrenales. 


Tanto el glucagón como la adrenalina señalan a las células hepáticas 


y musculares que despolimericen glucógeno y liberen moléculas de 
glucosa individuales. En el hígado, el glucagón y la adrenalina se 
unen a diferentes receptores acoplados a proteína G, pero ambos re- 
ceptores interactúan con y activan a la misma proteína G, estimula- 
dora que activa la adenilciclasa. Por ende, ambas hormonas inducen 


las mismas respuestas metabólicas. La activación de la adenilciclasa, 
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FIGURA 15-26 Síntesis e hidrólisis de CAMP por parte de la 
adenilciclasa y la CAMP fosfodiesterasa. Reacciones similares ocurren para 
la producción de cGMP a partir de GTP e hidrólisis de cCGMP. 


y por lo tanto el nivel de caMP, es proporcional a la concentración 
total de G,, : GTP, lo que da como resultado la unión de ambas hor- 
monas a sus receptores respectivos. 

La regulación positiva (activación) y negativa (inhibición) de la 
actividad de la adenilciclasa se produce en muchos tipos celulares y 
proporciona un control minucioso de las concentraciones de caAMP 
y, por ende, de la respuesta celular corriente abajo (Fig. 15-27). Por 
ejemplo, en las células adiposas la degradación de los triacilgliceroles a 
ácidos grasos y glicerol (lipólisis) es estimulada por la unión de adrena- 
lina, glucagón o hormona adrenocorticotrópica (ACTH) para separar 
los receptores que activan la adenilciclasa. Por el contrario, la unión 
de dos otras hormonas, prostaglandina E, (PGE) o adenosina, a sus 
respectivos receptores acoplados a proteína G inhibe la adenilciclasa. 
Los receptores de prostaglandina y adenosina activan una proteína G, 
inhibitoria que contiene las mismas subunidades f y y que la proteína 
G, estimuladora pero una subunidad al diferente (G,). Después de que 
el complejo G,, + GTP activo se disocia de G,,, se une a la adenilciclasa 
y la inhibe (en lugar de estimularla), lo cual da como resultado concen- 
traciones más bajas de CAMP. 


699 


Hormona Adrenalina 
estimuladoraX Glucagón 
ACTH 


Hormona PGE; 
inhibitoria [ Adenosina 


Exterior SNIE 
ciclasa 
(E) 
Citosol 
Receptor 
Receptor - ara hormona 
para hormona A p Aibitarla 
estimuladora ] leió nal 
Complejo Comp ej 
proteína G cAMP proteína 6 
estimuladora inhibitoria 


FIGURA 15-27 La activación inducida por hormona y la inhibición 
de la adenilciclasa en las células adiposas. La unión de ligando a los 
receptores acoplados a G,, causan la activación de la adenilciclasa, mientras 
que la unión a los receptores acoplados a G,, causan la inhibición de la 
enzima. La subunidad Gj, en ambas proteínas G estimuladora e inhibitoria 
es idéntica; las subunidades G, y sus receptores correspondientes difieren. 


Estudios estructurales establecieron cómo G,.: GTP 
se une y activa la adenilciclasa 


El análisis de cristalografía de rayos X ha identificado las regiones en 
G,s' GTP que interactúan con la adenilciclasa. Esta enzima es una pro- 
teína transmembrana que atraviesa múltiples veces la membrana con 
dos segmentos citoplasmáticos largos que contienen dominios cata- 
líticos que convierten ATP a cAMP (Fig. 15-28a). Debido a que tales 
proteínas transmembrana son notablemente difíciles de cristalizar, los 
científicos prepararon dos fragmentos proteicos que comprenden dos 
dominios catalíticos de adenilciclasa que se asocian estrechamente en- 
tre sí en un heterodímero. Cuando se les permite a estos fragmentos 
catalíticos asociarse en presencia de G,¿ * GTP y forscolina (un químico 
vegeta] que se une a la adenilciclasa y la activa), son estabilizados en sus 


conformaciones activas. 

El complejo soluble en agua resultante (dos fragmentos de domi- 
nio adenilciclasa/G, . - GTP/forscolina) tuvo una actividad enzimática 
de síntesis de cCAMP similar a la de la adenilciclasa intacta, de longitud 
completa. En este complejo, dos regiones de G,, : GTP (la hélice II in- 


FIGURA 15-28 Estructura de la adenilciclasa y su interacción con G, +«GTP. 
(a) Diagrama esquemático de la adenilciclasa de mamífero. La enzima unida a 
membrana contiene dos dominios catalíticos similares, que convierten el ATP 

a CAMP, sobre una de las caras citosólicas de la membrana, y dos dominios 
integrales de membrana, cada uno de los cuales se cree que contiene seis 
hélices transmembranas. (b) Modelo de la estructura tridimensional de G 
a STP en complejo con dos fragmentos que comprenden uno de los dominios 
catalíticos de la adenilciclasa determinada por cristalografía de rayos X. E 
lazo 0,3-B5 (gris) y la hélice en la región del interruptor Il (azul) de G,«GTP 
interactúan de manera simultánea con una región específica de la adenilciclasa. 
La parte coloreada de oscuro de la G,, es el dominio de unión a GTP, que es 
similar en estructura a Ras (véase la Fig. 15-7); las partes más iluminadas son un 
dominio helicoidal. Los dos fragmentos adenilciclasa se muestran en amarillo 

y anaranjado. La forscolina (verde) bloquea los fragmentos ciclasa en sus 
conformaciones activas. [Parte (a), véase W..J. Tang y A. G. Gillman, 1992, Cell 70:269; parte (b) 


adaptado de J J. G. Tesmer y cols, 1997, Science 278:1907.] 
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gando de los complejos G,, : GTP activo se 
smo en ambas proteínas G,, y G,, (Véase la Fig, 
G,,: GTP interactúan de forma diferente con 
una estimula y la otra inhibe su subunidad 


La formación estimulada por li 
produce por el mismo mecani 
15-17). Sin embargo, G,, + GTP y 
la adenilciclasa, de manera tal que 
catalítica. (véase A G. Gilman, 1984, Cell 36:577.) 


terruptora y el lazo 0:3-B5) contactan los fragmentos de adenilciclasa 
(Fig. 15-28b). Se cree que estos contactos son responsables de la activa- 
ción de la enzima por parte de G,, : GTP. Recuérdese que el interruptor 
II es uno de los segmentos de una subunidad G, cuya conformación es 
diferente en los estados GTP unido y GDP unido (véase la Fig. 15-7). 
La conformación inducida por GTP de G, que favorece su disociación 
a partir de G,, es precisamente la conformación esencial para la unión 
de G,, a la adenilciclasa. 
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£l CAMP activa la proteincinasa A mediante 
liberación de las subunidades inhibitorias 


El segundo mensajero CAMP, sintetizado por la adenilciclasa, trans- 
duce una variedad de señales fisiológicas en diferentes tipos de célula 
en los animales multicelulares. Virtualmente todos los diversos efectos 
de cAMP son mediados a través de la activación de la proteincina- 
sa A (PCA), también llamada proteincinasa dependiente de CAMP, que 
fosforila diversas proteínas diana expresadas en diferentes tipos celu- 
lares. PCA inactiva es un tetrámero que consiste en dos subunidades 
reguladoras (R) y dos subunidades catalíticas (C) (Fig. 15-29a). Cada 
subunidad R se une al sitio activo en un dominio catalítico e inhibe 
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la actividad de las subunidades catalíticas. A su vez, PÚA inactiva es 
encendida por la unión de cAMP. Cada subunidad K tiene des sítica de 
unión a CAMP diferentes, llamados CNB-A y CNB-B ig 170 
unión de CAMP a ambos sitios sobre una subunidad K causa un carn- 
bio conformacional en la subunidad R que lleva a liberar la subunidad 
C asociada, desenmascarar su sitio catalítico y activar así su actividad 
cinasa (Fig. 15-29c). 

La unión de caAMP por una subunidad R de la proteincinasa A se 
produce de manera cooperativa; es decir, la unión de la primera ruo- 
lécula de CAMP a CNB-B disminuye la K, para la unión de la segunda 
CAMP a CNB-A. Así, los cambios en la concentración de cCAMP cito- 
sólico puede causar cambios proporcionalmente grandes en el núme- 
ro de subunidades C disociadas y, por ende, en la actividad cinasz. La 
rápida activación de las enzimas por la disociación desencadenada 
por hormona de un inhibidor es una característica común de muchas 
vías de señalización. 


e s 
AT A 


El metabolismo del glucógeno está regulado 
por la activación inducida por hormona de la 
proteincinasa A 


El glucógeno, un polímero de glucosa grande, es la principal forma 
de almacenamiento de glucosa en los animales. Al igual que todos los 
biopolímeros, el glucógeno es sintetizado por un grupo de enzimas y 
degradado por otro (Fig. 15-30). La degradación de glucógeno, o glu- 
cogenólisis, involucra el paso de eliminación de los residuos de glucosa 
desde un extremo del polímero mediante una reacción de fosforólisis, 
catalizada por la glucógeno fosforilasa, que da glucosa-1-fosfato. 

Tanto en las células hepáticas como musculares, la glucosa-1-fos- 
fato producida por el glucógeno es convertida en glucosa-6-fosfato. 
En las células musculares, este metabolito entra en la vía glucolítica 
y es metabolizado para generar ATP que se utiliza para impulsar la 
contracción muscular (véase el Cap. 12). A diferencia de las células 
musculares, las hepáticas contienen una fosfatasa que hidroliza la 
glucosa-6-fosfato a glucosa, la cual es exportada a partir de estas cé- 
lulas principalmente por un transportador de glucosa (GLUT2) en 
la membrana plasmática (véase el Cap. 11). Así, el glucógeno alma- 
cenado en el hígado es principalmente degradado a glucosa, la cual 
es liberada de inmediato a la sangre y transportada a otros tejidos, en 
particular músculos y cerebro, para nutrirlos. 


FIGURA 15-29 Estructura de la proteincinasa A (PCA) y su activación 
por cAMP. (a) La proteincinasa A (PCA) consiste en dos subunidades (verde, 
reguladoras (R) y dos subunidades catalíticas (C). Cuando el cAMP (triánguio 
rojo) se une a la subunidad reguladora, se libera la subunidad catalítica y se 
activa así la PCA. (b) Las dos subunidades reguladoras forman un dimero, 
unido por un dominio de dimerización/acoplamiento y un conector flevibole 

al cual puede unirse la proteína de activación de cinasa A (AKAP: véase la * 7) 
15-33). Cada subunidad R tiene dos dominios de unión a cAMP CNB-A y CNB, 
y un sitio de unión para una subunidad catalítica (fecha). (c) La unión de 
CAMP al dominio CNB-A causa un cambio conformmacional sutil que desplaza 
la subunidad catalítica desde R, y de esta forma la activa. Sin el cAMP unido, 
un lazo del dominio CNB-A (púrpura) está en una conformación que puede 
unir la subunidad catalítica (C). Un residuo de glutarnato (E200) y uno de 
arginina (R209) participan en la unión de cAMP (rojo), lo cual causa un carmbio 
conformacional (verde) en el lazo que evita la unión de este a la subunidad ( 
(Parte [b] de S. S. Taylor y cols, 2005, Broche Biophys Acta 1754.25, parte (e) de C fia, ong yo 
Taylor, 2005, Science 307:690) 
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FIGURA 15-30 Síntesis y degradación del glucógeno. La incorporación 
de glucosa a partir de UDP-glucosa al glucógeno está catalizada por la glucó- 
geno sintasa. La eliminación de unidades glucosa a partir de glucógeno está 


La activación de la adenilciclasa, estimulada por adrenalina, resul- 
ta en el incremento de cAMP, y por consiguiente, la activación de la 
proteincinasa A (PCA) amplifica la conversión de glucógeno a glucosa- 
1-fosfato en dos formas: al inhibir la síntesis de glucógeno y al estimular 
su degradación (Fig. 15-31a). La PCA fosforila y, al hacerlo, inactiva 
la glucógeno sintasa (GS), la enzima que sintetiza el glucógeno. PCA 
estimula la degradación de glucógeno indirectamente mediante fos- 
forilación y, por ende, activa una cinasa intermediaria, la glucógeno 
fosforilasa sintasa (GPCK), que a su vez fosforila y activa la glucógeno 
fosforilasa (GP), la enzima que degrada glucógeno. Estas cinasas son 
contrarrestadas por una fosfatasa llamada fosfoproteína-fosfatasa (PP). 


A concentraciones elevadas de CAMP, la PCA fosforila un inhibidor de 


la fosfoproteína-fosfatasa (IP), el cual mantiene este fosfato en su esta- 


do inactivo (véase la Fig. 15-31a, derecha). 

El proceso completo se invierte cuando se elimina l 
desciende la concentración de cAMP, lo cual inactiva la proteincinasa 
A (PCA). Cuando la PCA está inactiva, ya no puede fosforilar el in- 
hibidor de la fosfoproteína-fosfatasa (IP); por lo tanto, esta fosfatasa 
comienza a activarse (Fig. 15-31b). La fosfoproteína-fosfatasa (PP) 
elimina el residuo de fosfato añadido previamente por la PCA a la 
glucógeno sintasa (GS), la glucógeno fosforilasa cinasa (GPC) y la 
glucógeno fosforilasa (GP). Como consecuencia, la síntesis de glucó- 
geno por medio de la glucógeno sintasa es amplificada y la degrada- 
ción de glucógeno por parte de la glucógeno fosforilasa está inhibida. 


a adrenalina y 
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Glucógeno (n residuos) 

catalizada por la glucógeno fosforilasa. Debido a que dos enzimas diferentes 
Catalizan la formación y degradación del glucógeno, las dos reacciones pueden 
ser reguladas en forma independiente. 


Por lo tanto, la glucogenólisis inducida por adrenalina exhibe una 
regulación dual: activación de las enzimas que catalizan la degradación 
de glucógeno e inhibición de las enzimas que estimulan su síntesis. Tal 
regulación dual proporciona un mecanismo eficiente para la regula- 
ción de una respuesta celular particular y es un fenómeno común en 
la biología celular. 


La activación mediada por cAMP de la 
proteincinasa A produce diversas respuestas 
en diferentes tipos de células 


En las células adiposas, la activación inducida por adrenalina de la pro" 
teincinasa A (PCA) estimula la fosforilación y activación de la lipa* 
que hidroliza los triglicéridos almacenados para dar ácidos grasos lr 
bres y glicerol. Estos ácidos grasos son liberados a la sangre € mé” 
pardos como fuente de energía por las células en otros tejidos com 
el riñón, el corazón y los músculos (véase el Cap. 12). Por lo tanto, la 
activación de PCA por la adrenalina en dos tipos de células diferentes 
hígado y adipocito, tiene efectos distintos. En efecto, el caAMP y la pc? 
median una configuración grande de respuestas celulares inducidas 
por hormonas en numerosos tejidos (Cuadro 15-2). 

- Aunque la proteincinasa A actúa sobre diferentes sustrato 
diversos tipos de células, siempre fosforila un residuo de serina 0% 
treonina que se produce dentro de la misma secuencia del mo" 


y en 


y). 


(a) CAMP aumentado 
) Estimulación de la 
degradación de glucógeno 


de glucógeno 


Glucógeno + nP,————=> n Glucosa-1-fosfato 


(b) CAMP disminuido 


Inhibición de la 


> Esti ió 
degradación de glucógeno imulación de la 


FIGURA 15-31 Regulación del metabolismo del glucógeno por cAMP 

y PCA. Las enzimas activas se destacan en tonos más oscuros; las formas 
inactivas, en tonos más claros. (a) Un aumento en el cAMP citosólico activa 

la proteincinasa A (PCA), que inhibe la síntesis de glucógeno directamente 

y estimula la degradación a través de una cascada de proteincinasa. A cAMP 
elevado, la PCA también fosforila un inhibidor de la fosfoproteína fosfatasa (PP). 


X-Arg-(Arg/Lys)-X-(Ser/Thr)-p, donde X denota cualquier aminoáci- 
do y y denota un aminoácido hidrófobo. Otras serina/treonina cinasas 
fosforilan residuos diana dentro de otros motivos. 


En la vía CAMP-protecinasa A se produce 
la amplificación de la señal 


Hemos visto que los receptores como el P-adrenérgico son proteí- 
nas de baja abundancia, típicamente presentes en solo unos pocos 
cientos de copias por célula. Incluso las respuestas celulares inducidas 
por una hormona como la adrenalina pueden requerir la producción 
de grandes cantidades de cAMP y de moléculas de enzimas activa- 
das por célula. A modo de ejemplo, siguiendo la activación de los 
receptores acoplados a G,,,, la concentración intracelular de CAMP 
se elevará a alrededor de 10% M; en una célula típica que es un cubo 
- 15 mm de lado, esto se convierte en — 2 millones de moléculas de 
CAMP producidas por célula. Así, la amplificación sustancial de la 
señal es necesaria para que la hormona induzca una respuesta celular 
significativa. Ya hemos visto cómo se produce la amplificación de la 
señal a continuación de la absorbancia de fotones en células bastón. 
En el caso de los receptores acoplados a proteína G, la amplificación 
de la señal es posible en parte debido a que ambos receptores y protel- 
nas G pueden difundir rápidamente en la membrana plasmática. Un 
único complejo adrenalina-GPCR causa la conversión de hasta 100 
Moléculas G,. inactivas a la forma activa antes de que la adrenalina se 


Inhibición de la Síntesis 


E 0 


síntesis de glucógeno 


PCA proteincinasa A 
GS <P) ———— 2 PP  fosfoproteína fosfatasa 
GPC glucógeno fosforilasa cinasa 
GP glucógeno fosforilasa 
GS glucógeno sintasa 
IP inhibidor de fosfoproteína 


UDP-glucosa ————=> Glucógeno + UDP 


Inhibición de 
la fosfoproteína 
fosfatasa 


Abreviaturas: 


fosfatasa 


La unión del inhibidor fosforilado a PP evita que esta fosfatasa desfosforile las 
enzimas activadas en la cascada cinasa o la glucógeno sintasa inactiva. (b) Una 
disminución en el CAMP inactiva la PCA y lleva a la liberación de la forma activa 
de la PP. La acción de esta enzima estimula la síntesis de glucógeno e inhibe su 
degradación. 


disocie del receptor. A su vez, cada GGTP activa una única molécula 
de adenilciclasa, la cual luego cataliza la síntesis de muchas moléculas 
de CAMP durante el tiempo que G,¿* GTP está unido a él. 

La amplificación que se produce en tal cascada de transducción de 
la señal depende del número de pasos en esta y de las concentraciones 
relativas de los diversos componentes. En la cascada inducida por adre- 
nalina que se muestra en la Figura 15-9, por ejemplo, las concentracio- 
nes sanguíneas de adrenalina tan bajas como 107” pueden estimular la 
glucogenólisis hepática y liberar glucosa. Un estímulo de adrenalina de 
esta magnitud genera una concentración de caAMP de 10%, una ampli- 
ficación de 10% veces. Debido a que tres pasos catalíticos más preceden 
la liberación de glucosa, puede ocurrir otra amplificación de 10*, lo que 
da como resultado una amplificación de 10* de la señal de adrenalina. 
En el músculo estriado, la amplificación es menos drástica porque las 
concentraciones de las tres enzimas sucesivas en la cascada glucogeno- 
lítica (proteincinasa A, glucógeno fosforilasa cinasa y glucógeno fosfo- 
rilasa) están en una proporción 1:10:240 (un potencial de 240 veces la 
amplificación máxima). 


CREB conecta el cAMP y la proteincinasa A 
a la activación de la transcripción génica 


La activación de la proteincinasa A también estimula la expresión de 
muchos genes y lleva a efectos a largo plazo de las células que suelen 
amplificar los efectos a corto plazo de la proteincinasa A. 
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Cuadro 15-2 | Respuestas celulares a la elevación inducida por hormona en el cAMP en diverso 


Tejido Hormona que induce la elevación en caMP 
Adiposo Adrenalina; ACTH; glucagón 
Hepático Adrenalina; noradrenalina; glucagón 


stejidos* 


Respuesta celular 


Aumento en la hidrólisis de triglicéridos; disminuye la INCOTpora. 


ción de aminoácidos 

rsión de glucógeno a glucosa; inhibición de 
aumento en la incorporación de amino4- 
nesis (síntesis de glucosa a partir 


Incremento en la conve 
la síntesis de glucógeno; 
cidos; aumento en la gluconeogé 
de aminoácidos) 


Aumento en la síntesis de estrógeno, pr Ogesterona 


Aumento en la síntesis de aldosterona, cortisol 


Aumento en la velocidad de contracción 


Secreción de tiroxina 
<< 2 KX—K<4+<áÉK A e 


Folículo ovárico FSH; LH 

Corteza suprarrenal ACTH 

Músculo cardíaco Adrenalina 

Tiroides TSH 

Óseo Hormona paratiroidea 
Músculo esquelético Adrenalina 
Intestinal Adrenalina 
Renal Vasopresina 


Plaquetas sanguíneas  Prostaglandina 1 


Aumento en la reabsorción de calcio a partir de huesos 
Conversión de glucógeno a glucosa-1-fosfato 

Secreción de líquido 

Reabsorción de agua 


Inhibición de la agregación y la secreción 


* Casi todos los efectos del CAMP son mediados a través de la proteincinasa A (PCA), la cual es activada por la unión de cAMP. 


FUENTE: E, W. Sutherland, 1972, Science 177:401. 


Por ejemplo, en las células hepáticas la proteincinasa A induce la 
expresión de diversas enzimas involucradas en la gluconeogénesis (la 
conversión de compuestos de tres carbonos como el piruvato [véase 
la Fig. 12-3] en glucosa) y así se incrementa la concentración de glu- 
cosa en la sangre. 

Todos los genes regulados por la proteincinasa A contienen una 
secuencia de DNA que actúa en cis, el elemento de respuesta a CAMP 
(CRE), que se une a la forma fosforilada de un factor de transcripción 
llamado proteína de unión a CRE (CREB), que solo se encuentra en 
el núcleo. Después de la elevación de las concentraciones de CAMP y 
la liberación de la subunidad catalítica de la proteincinasa A activa, 
algunas de las subunidades catalíticas se trasladan al núcleo. Allí fos- 
forilan la serina 133 en la proteína CREB. La proteína CREB fosfori- 
lada se une a genes diana que contienen CRE y también se unen a un 
coactivador llamado CBP/300. CPB/300 une CREB a la RNA polime- 
rasa 11 y otros genes reguladores de proteínas, lo que estimula así la 
transcripción génica (Fig. 15-32). 

Por lo tanto, la proteincinasa A fosforila múltiples tipos de proteí- 
nas; algunos tienen efectos sobre el metabolismo celular a relativamen- 
te corto plazo, que duran de segundos a minutos; otros sustratos como 
CREB, mediante activación de genes específicos, afectan el metabolis- 
mo celular durante horas y días. 


Las proteínas de anclaje localizan efectos del CAMP 
en regiones celulares específicas 


En muchos tipos de células, una elevación en la concentración de 
cAMP puede producir una respuesta que es necesaria en una parte de 


la célula pero innecesaria, y tal vez perjudicial, en otras. Una familia de 
proteínas de anclaje localiza isoformas de la proteincinasa A (PCA) en 
ubicaciones subcelulares específicas y restringe de este modo las res- 
puestas dependientes de CAMP a estas localizaciones. Estas proteínas, 
referidas como proteínas asociadas a cinasa A (ACAP), tienen una es- 
tructura de dos dominios, con uno que le confiere localización subce- 
lular específica y otro que se une a la subunidad reguladora (R) de la 
proteincinasa A (véase la Fig. 15-29b). 

Una de tales proteínas de anclaje (ACAP15) está sujeta a la cara 
citosólica de la membrana plasmática cerca de un canal regulado por 
Ca”* en ciertas células musculares. En el corazón, la activación de re- 
ceptores B-adrenérgicos mediante adrenalina (como parte de la res- 
puesta de lucha o huida) lleva a la fosforilación catalizada por PCA de 
estos canales de Ca?* y hace que se abran; el influjo resultante de Ca” 
aumenta la velocidad de la contracción muscular. La unión de ACAP15 
a la proteincinasa A localiza la cinasa junto a estos canales y reduce 
así el tiempo que, de otra forma, se necesitaría para la difusión de las 


subunidades catalíticas a partir de los sitios de generación hasta sus 
sustratos de los canales de Ca?*. 


Una ACAP diferente en el músculo cardíaco ancla tanto la protein- 


cinasa A como la caAMP fosfodiesterasa (PDE) (la enzima que hidro- 
liza el CAMP a AMP [véase la Fig. 15-26]) hasta la membrana nuclear 
externa. Debido a la proximidad cercana de PDE a la proteincinasa A, 
la retroalimentación negativa proporciona un contro] local minucioso 
de la concentración de CAMP y, por ende, de la actividad local de PCA 
(Fig. 15-33). A medida que las concentraciones de CAMP se elevan en 
respuesta a la estimulación hormonal, se activa PCA. PCA activada fos" 
forila a PDE, que a su vez se torna más activo, hidroliza CAMP y regresa 
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4) ANIMACIÓN GENERAL: Señalización extracelular 


Figura 15-32 Activación del factor de transcripción CREB a continua- 
ción de la unión del ligando a los receptores acoplados a proteína G 
La estimulación (MJ) lleva a la activación de la proteincinasa A (PCA) (ED. Las 
subunidades catalíticas de la PCA se trasladan al núcleo (EJ) y allí fosforilan y Exteri Y 

activan el factor de transcripción CREB (E). CREB fosforilado se asocia con el e 

coactivador CBP/300 (EJ) y otras proteínas para estimular la transcripción de 1 

genes diana controlados por el elemento regulador CRE. (véase K A Lee y N. Masson Pa ES 
1993, Biochim. Biophys. Acta 1174221, y D. Parker y cols, 1996, Mol. Cell Biol. 16[2]:694) 


Receptor acoplado Adenil- 
a proteína G; ciclasa 


Citosol 


áLIá.-— PCA a 
a 


WN 
| cAMP 
así a la PCA a su estado inactivo. La localización de la proteincinasa A Sy (E) (e) 


cerca de la membrana nuclear facilita la entrada de sus subunidades ca- 
talíticas al núcleo, donde fosforilan y activan al factor de transcripción 
CREB (Fig. 15-32). 


Múltiples mecanismos regulan en forma negativa 
la señalización de la vía GPCR/CAMP/PCA 


Núcleo CBP/P300 


Para que las células respondan efectivamente a cambios en sus ambien- 
tes, no solo deben activar una vía de señalización, sino que también 
deben regular negativamente o terminar la respuesta una vez que esta 
ya no es necesaria; de otro modo, las vías de transducción de señales 
podrían permanecer “encendidas” demasiado tiempo a niveles dema- 
siados elevados y la célula podría tornase sobreestimulada. La regula- 
ción anómala de las vías de señalización es muy común en las células 
cancerosas, donde las proteínas mutantes que estimulan la prolifera- 
ción celular o evitan la muerte celular programada permanecen activas 
incluso cuando las señales que por lo general las activan están ausentes. 


Actividad de PDE basal = cAMP incrementado: Fosforilación y activación 
estado de reposo activación de PCA de PDE; reducción de la 


concentración de caMP 


Citosol 


Membrana 
nuclear 
externa 


Regreso al estado de reposo 


FIGURA 15-33 Localización de la proteincinasa A (PCA) en la membrana aumento en la concentración de cAMP superior a lo que puede ser degradado 
nuclear en el músculo cardíaco por una proteína asociada a cinasa A por la PDE. La unión resultante del cAMP a las subunidades reguladoras (R) de 
(AKAP). Este miembro de la familia AKAP, designado mAKAP, ancla tanto a la la PCA liberan las subunidades catalíticas (C) activas hacia el citosol, Algunas 


CAMP fosfodiesterasa (PDE) como a la subunidad reguladora (R, véase la Fig. subunidades Centran en el núcleo, donde se fosforilan y, por ende, activan 
200) de la PCA a la membrana nuclear, manteniéndolas en un circuito de ciertos factores de transcripción (véase la Fig. 15-32), Otras subunidades C 
retroalirmentación negativa que proporciona control local riguroso de las con- fosforilan PDE y estimulan así su actividad catalítica. PDE activa migrallza SAMP 
centraciones de cAMP y de la actividad PCA. Paso KE la concentración basal de y lleva las concentraciones de cAMP de regreso a sus niveles basales y Causa 
la actividad PDE en la ausencia de hormona (estado de reposo) mantiene las nuevamente la formación del complejo PCA-R inactivo. Paso EJ la posterior 
ctivación desfosforilación de PDE retorna el complejo al estado de reposo. (Adaptado de Ki 


concentraciones de cAMP por debajo de aquellas necesarias para laa 


de PCA. Pasos y Ela activación de los receptores B-adrenérgicos causa un Doge y cols, 2001, EMBO .20:1921,) 
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15.5 Receptores acoplados a proteína G que activan o inhiben la adenilciclasa 


Al comienzo vimos los múltiples mecanismos que rápidamente 
terminan la vía de transducción de la senal de rodopsina, incluyen 
do las proteínas GAP que estimulan la hidrólisis del GTP unido a las 
proteínas que detectan G,, Ca?! que activan la guanilato ciclasa y la 
fosforilación de rodopsina activa por la rodopsina cinasa seguida por 
la unión de arrestina (véase la Fig. 15-24), En efecto, la mayoría de los 
receptores acoplados a proteína G son modulados por múltiples meca- 
nismos que regulan negativamente sus actividades, como se ejemplifica 
a través de los receptores B-adrenérgicos y otros acoplados a G,, que 


activan la adenilciclasa. 


* Primero, la afinidad del receptor por su ligando disminuye cuando 
el GDP unido a G,, es reemplazado con GTP. Este incremento en 
la K, del complejo hormona-receptor potencia la disociación del 
ligando del receptor y, por ende, limita el número de proteínas G . 
que son activadas. Ñ 
* Segundo, la actividad GTPasa intrínseca de la G. convierte el GTP 
unido a GDP, y da como resultado la inactivación de G,. y la dis- 
minución de la actividad de su diana, que se encuentra corriente aba- 
jo, adenilciclasa. Es importante destacar que la velocidad de hidrólisis 
del GTP unido a G,, es aumentada cuando G,, se une a la adenil- 
ciclasa y disminuye la duración de la producción de cAMP); así, la 
adenilciclasa funciona como GAP para G,¿. A modo general, la unión 
de la mayoría, sino de todos, los complejos G,xGTP a sus proteínas 
efectoras respectivas acelera la velocidad de hidrólisis de GTP. 


* Finalmente, la cAMP fosfodiesterasa actúa para hidrolizar cAMP a 
5'-AMP y termina la respuesta celular. Así, la presencia continua de 
hormona a una concentración lo suficientemente alta es necesaria 
para la activación continua de adenilciclasa y el mantenimiento de 
una concentración de CAMP elevada. Una vez que la concentración 
de hormona desciende lo suficiente, la respuesta celular termina rá- 


pidamente. 


La mayoría de los GPCR también son regulados negativamente 
mediante represión por retroalimentación, un término que describe 
la situación en la cual el producto final de una vía de señalización 
bloquea un paso temprano en la vía. Por ejemplo, cuando un re- 
ceptor acoplado a proteína G,, es expuesto a estimulación hormo- 
nal durante varias horas, varios residuos de serina y treonina en el 
dominio citosólico del receptor serán fosforilados por la protein- 
cinasa A (PCA), el producto final de la vía de señalización G,,¿- El 
receptor fosforilado puede unir su ligando pero no puede activar 
eficientemente a G,¿ por lo tanto, la unión del ligando al receptor 


fosforilado lleva a la activación reducida de la adenilciclasa en com- 


paración con un receptor no fosforilado. Debido a que la actividad 


PCA es aumentada por la concentración elevada de CAMP inducida 
por cualquier hormona que activa G,¿ la exposición prolongada de 
una hormona, por ejemplo adrenalina, desensibiliza no solo a los 
receptores B-adrenérgicos, sino también a otros receptores acopla- 
dos a proteína G,, que se unen a diferentes ligandos (p. ej., receptor 
glucagón en el hígado). Esta regulación cruzada se denomina desen- 
sibilización heteróloga. 

De modo similar a la fosforilación de la rodopsina activada por 
la rodopsina cinasa, residuos particulares en el dominio citosólico del 
receptor B-adrenérgico, no aquellos fosforilados por la PCA, pueden 
ser fosforilados por la enzima relacionada, la cinasa del receptor p- 
adrenérgico (BARK), pero solo cuando la adrenalina o un agonista está 
unida al receptor y, por lo tanto, el receptor está en su conformación 
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activa. Este proceso se denomina desensibilización homóloga, debido 
que sólo aquellos receptores que están en sus conformaciones ACV, 
se hallan sometidos a desactivación por fosforilación. 
Mencionamos que la unión de arrestina a opsina EXlensamer, 
te fosforilada inhibe por com A 
acopladas por opsina activada (véase la big. | pe pd En efecto, Una 
a P-arrestina cumple un papel similar en la desen. 
acoplados a proteína G, incluyendo y, 


adicional de la B-arrestina ,, 
1 


Jeto la activación de las proteín. 
] PrOteínas ( 
z J 


proteína llamad 
bilización de otros receptores 
ceptores [P-adrenérgicos- Una función di | 
ación de receptores de la superficie celular fue sugerida in; 
ación de que la desaparición de los receptor, 

rficie celular en respuesta a la unión q, 

ligando es estimulada por la sobreexpresión de BARK y B-arrestina 

Estudios posteriores revelaron que la B-arrestina se une no solo a lo, 
receptores fosforilados, sino también a la clatrina y a una proteína 
asociada llamada AP2, dos componentes clave en las vesículas cy. 
biertas que están involucradas en un tipo de endocitosis a partir de 
la membrana plasmática (Pig. 15-34). Estas interacciones estimulan 
la formación de invaginaciones recubiertas y la endocitosis de los re. 
ceptores asociados, y disminuyen de esta forma el número de recep. 
tores expuestos a la superficie celular. Eventualmente, algunos de los 
receptores internalizados son degradados de forma intracelular, y al- 
gunos son desfosforilados en endosomas. Después de la disociación 
de B-arrestina, se reciclan los receptores resensibilizados (desfosfo- 
rilados) a la superficie celular, de manera similar al reciclamiento de 


los receptores LDL (véase el Cap. 14). 
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FIGURA 15-34 Papel de la fi-arrestina en la desensibilización de 
GPCR y en la transducción de la señal. La B-arrestina se une a residuos 
de serina y treonina fosforilada en el segmento C-terminal de los receptores 
acoplados a proteína G (GPCR). Clatrina y AP2, otras dos proteínas unidas 3 
la B-arrestina, estimulan la endocitosis del receptor. La B-arrestina también 
funciona en la transducción de señales a partir de receptores activados pol la 
UGiSA Y la activación de diversas proteincinasas citosólicas. La c-Sre activa la 
MAP li (véase el Cap. 16), La interacción de la P-arrestina con otras 1165 
proteínas, incluyendo JNK-3 (una cinasa Jun N-terminal), da como resultado 
la fosforilación y la activación de otro factor de hahseripción, c-Jun. (Adaptado 
a po 24 Lefkowitz, 2001, Curr. Opin, Cell Biol 13:139, y K. Pierce y cols. 2002, Nature Rev. mo: 
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Además de su papel en la regulación de la actividad de receptor, 
la P-arrestina funciona como una proteína adaptadora en las señales 
de transducción desde los receptores acoplados a proteína G hasta el 
núcleo (véase el Cap. 16). El complejo GPCR arrestina actúa como 
una matriz para la unión y activación de varias cinasas citosólicas 
(véase la Fig. 15-34) que analizamos en detalle en los siguientes capí- 
tulos. Estos incluyen a c-Src, una proteína tirosina-cinasa que activa 
la vía MAP cinasa y otras vías que llevan a la transcripción de genes 
necesarios para la división celular (véase el Cap. 19). Un complejo 
de tres proteínas unidas a arrestina, incluyendo una Jun N-terminal 
cinsasa (JNK-3), inicia una cascada cinasa que en última instancia 
activa el factor de transcripción c-Jun, que estimula la expresión de 
ciertas enzimas que promueven el crecimiento y otras proteínas que 
ayudan a la célula a responder al estrés. Por lo tanto, la vía BARK- 
P-arrestina, que originalmente se pensaba que solo suprimía la se- 
ñalización de los GPCR, en realidad funciona como un interruptor, 
apagando la señalización de las proteínas G y encendiendo otras vías 
de señalización. Las múltiples funciones de la B-arrestina ilustran la 
importancia de las proteínas adaptadoras tanto en la regulación de la 
señalización como en la transducción de señales a partir de receptores 
de la superficie celular. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 15.5 


Receptores acoplados a proteína G que activan 
o inhiben la adenilciclasa 


» La unión de ligando a los receptores acoplados a proteína G que 
activan G,, da como resultado la activación de la enzima adenilciclasa 
unida a membrana, la cual convierte el ATP a un segundo mensajero 
AMP cíclico (CAMP); véase la Fig. 15-26). La unión de ligando a los 
receptores acoplados a proteína G que activan a G,, produce la inhi- 
bición de la adenilciclasa y disminuye las concentraciones de CAMP 


(véase la Fig.15-27). 


* G,.* GTP y G,* GTP se unen a dominios con sitios activos heterodi- 
méricos en la adenilciclasa para activar o inhibir la enzima, respectiva- 


mente (véase la Fig. 15-28). 


» CAMP se une de manera cooperativa a una subunidad reguladora de 
la proteincinasa A (PCA) y libera la subunidad catalítica cinasa activa 
(véase la Fig. 15-29). 


« PCA media los diversos efectos del cAMP en la mayoría de las células 
(véase el Cuadro 15-2). Los sustratos para PCA, y por ende la respues- 
ta celular a la activación inducida por hormona de PCA, varía entre 


los tipos celulares. 


* En las células hepáticas y musculares, la activación de PCA inducida 
por adrenalina y otras hormonas ejerce un efecto dual, inhibiendo la 
síntesis de glucógeno y estimulando la degradación de glucógeno a 
través de una cascada cinasa (véase la Fig.15-31). 


* La señal que activa la vía de señalización GPCR/adenilciclasa/cAMP/ 
PCA es increíblemente amplificada por los segundos mensajeros y las 
cascadas cinasas (véase la Fig. 15-9). 


« La activación de PCA suele llevar a la fosforilación de la proteína 
nuclear CREB, la cual junto con el coactivador CBP/300 estimula la 
transcripción de genes e inicia de esta forma un cambio a largo plazo 
en la composición proteica de la célula (véase la Fig. 15-32). 


« La localización de PCA en regiones específicas de la célula mediante 
proteínas de anclaje restringe los efectos del caAMP a localizaciones 


subcelulares particulares (véase la Fig. 15-33). 


« La señalización a partir de receptores acoplados a G, es regulada 

en forma negativa a través de múltiples mecanismos: (1) la afinidad 
del receptor por su ligando disminuye cuando el GDP unido a G,, €S 
reemplazado con GTP); (2) la actividad GTPasa intrínseca de G,¿ que 
convierte el GTP unido a GDP es aumentada cuando G,, $e une a la 
adenilciclasa (esto se produce cuando muchos complejos G, : GTP 
se unen a sus respectivas proteínas efectoras); y (3) la CAMP fosfo- 
diesterasa actúa para hidrolizar el CAMP a 5"-AMP y termina así la 


respuesta celular. 


- La mayoría de los GPCR también son regulados negativamente a 
través de represión por retroalimentación, en la cual el producto final 
de una vía (p. ej., PCA) bloquea un paso temprano en la vía. Al igual 
que con la opsina, la unión de P-arrestina a los receptores fosforilados 
P-adrenérgicos inhibe completamente la activación de las proteínas G 
acopladas (véase la Fig. 15-24). 


« Los receptores B-adrenérgicos son desactivados por cinasas 
P-adrenérgicas (BARK), que fosforilan residuos citosólicos del 
receptor en su conformación activa. La fosforilación BARK de los 
receptores B-adrenérgicos unidos a ligando también lleva a la unión 
de la B-arrestina y a la endocitosis de los receptores. La reducción 
consecuente en la cantidad de receptores de la superficie celular hace 
que la célula sea menos sensible a la hormona adicional. 


+ El complejo GPCR-arrestina funciona como una base que activa 
diversas cinasas citosólicas e inicia cascadas que llevan a la activación 
transcripcional de muchos genes que controlan el crecimiento celular 
(véase la Fig. 15-34). 


15.6 Receptores acoplados a proteína G que 
desencadenan elevaciones en el Ca”* citosólico 


Los iones calcio cumplen una función esencial en la regulación de las 
respuestas celulares a muchas señales, y muchos GPCR y otros tipos 
de receptores ejercen sus efectos en las células al influenciar la con- 
centración citosólica del Ca**. Como se describió en el Capítulo 11, la 
concentración de Ca? en el citosol es mantenida a nivel submicromo- 
lar (- 0,2 mM) mediante la acción de bombas de Ca?* impulsadas por 
ATP que transportan los iones Ca” a través de la membrana plasmática 
hacia el exterior celular o hacia el lumen del retículo endoplasmático y 
otros vesículas. Mucho Ca” intracelular también es secuestrado en la 
mitocondria. 

Un pequeño incremento en el Ca?* citosólico induce una varie- 
dad de respuestas celulares, incluyendo secreción hormonal por parte 
de las células endocrinas, secreción de enzimas digestivas por células 
exocrinas pancreáticas y contracción del músculo (Cuadro 15-3). Por 
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ejido 


4 E ¿GA 
Respuestas celulares a la elevación inducida por hormona en el Ca? citosólico en diversos tejidos 


Hormona que induce la elevación del Ca? 


p ] 


áncreas (células acinares) Acetilcolina 


Glándula parótida (salivales)  Acetilcolina 


Músculo liso de estómago Acetilcolina 


Respuesta celular 


—————__ 


Secreción de enzimas digestivas, como la amilasa y el tripsinógen 


Secreción de amilasa 


po Contracción 

Hígado Vasopresina Conversión de glucógeno a glucosa 

Plaquetas sanguíneas Trombina Agregación, cambio de forma, secreción de hormonas 
MAOt Antígeno Secreción de histamina 


Fibroblastos Factores de crecimiento peptídico 


* La estimulación hormonal lleva a la producción de inositol 1,4,5-trifosfato 
FUENTE: M. J. Berridge, 


ejemplo, la estimulación de la acetilcolina a los GPCR en las células 
secretoras del páncreas y las glándulas parótidas (salivales) induce una 
elevación en el Ca” citosólico que desencadena la fusión de vesículas 
secretoras con la membrana plasmática y la liberación de sus conteni- 
dos proteicos al espacio extracelular. La trombina, una enzima en la 
cascada de coagulación de la sangre, se une a GPCR en las plaquetas y 
desencadena una elevación en el Ca?* citosólico que, a su vez, causa un 
cambio conformacional en las plaquetas que lleva a sus agregaciones, 
un paso importante en la coagulación sanguínea para evitar pérdidas 
de sangre fuera de los vasos sanguíneos dañados. 

En esta sección, primero analizaremos una vía de transducción de 
la señal importante que resulta en una elevación de los iones de Ca?* 
citosólico: la activación estimulada por GPCR de una fosfolipasa C 
(PLC). Una fosfolipasa C (PCL) es una familia de enzimas que hidro- 
lizan un enlace fosfodiéster en ciertos fosfolípidos y producen así dos 
segundos mensajeros que funcionan en la elevación de las concentra- 
ciones de Ca”* citosólico y la activación de una familia de cinasas cono- 
cidas como proteincinasas C (PCC); a su vez, las PCC afectan muchos 
procesos importantes, como el crecimiento y la diferenciación. Algu- 
nos de las PLC son activadas por GPCR, como se describe aquí; otros, 
que se tratan en el siguiente capítulo, son activados por otros tipos de 
receptores. Las fosfolipasas C también producen segundos mensajeros 
que son importantes en la remodelación del citoesqueleto de actina 
(véase el Cap. 17) y para la unión de proteínas importantes para la en- 
docitosis y la fusión de vesículas (véase el Cap. 14). Más adelante en esta 
sección, se verá cómo una vía PLC lleva a la síntesis de un gas, el óxido 
nítrico (NO), que a su vez señaliza las células adyacentes. En la parte 
final de esta sección, se verá cómo los segundos mensajeros como el 
Ca?* se utilizan para ayudar a las células a integrar sus respuestas a más 
de una señal extracelular. 


Las fosfolipasas C activadas generan dos segundos 
mensajeros claves derivados del lípido de 
membrana fosfatidilinositol 


Una cantidad de segundos mensajeros importantes, usados en varlas 
vías de transducción de la señal, derivan del lípido de membrana fos- 
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E (IP), un segundo mensajero que estimula la liberación de Ca* 
1987, Ann. Rev. Biochem. 56:159, y M. J. Berridge y R. F. Irvine, 1984, Nature 312:315. 


Síntesis de DNA, división celular (p. ej. bombesina y PDGF) 


* almacenado en el retículo endoplasmático. 


fatidilinositol (PI). El grupo inositol en este fosfolípido, el cual siempre 
mira hacia el citosol, puede ser fosforilado de manera reversible en una 
o más posiciones por la acción combinada de varias cinasas y fosfatasas 
analizadas en el Capítulo 16. Una derivada del PI, el lípido fosfatidili- 
nositol 4,5-bifosfato (PIP,), es cortado por la fosfolipasa C activada en 
dos segundos mensajeros importantes: 1,2-diacilglicerol (DAG), una 
molécula fosfolipídica que permanece asociada con la membrana, e 
inositol 1,4,5-trifosfato (IP,), que puede difundirse libremente en el 
citosol (Fig. 15-35). Nos referimos colectivamente a los acontecimien- 
tos corriente abajo que involucran a estos dos segundos mensajeros 
como la vía IP./DAG. 

La fosfolipasa C es activada por proteínas G que contienen cual- 
quiera de las subunidades G,, o G¿,: En respuesta a la activación hor- 
monal de los GPCR, las subunidades G¿, 09 G¿, se unen al GTP para 
separarlo de G;, Y Unirse y activar a la fosfolipasa C en la membrana 
(Fig. 15-36a, paso D.asu vez, la fosfolipasa C activada escinde a PIP. 
para dar DAG, que permanece asociado con la membrana, e IP, que se 
difunde libremente en el citosol (Fig. 15-36a, paso E. Los dos segun- 
dos mensajeros desencadenan efectos separados corriente abajo. 


Ca”* liberado del RE desencadenado por IP, Los receptores acopla- 
dos a proteína G que activan la fosfolipasa C inducen una elevación 
en el Ca”* citosólico incluso cuando los iones Ca?" están ausentes en 
el líquido extracelular circundante. En este caso, el Ca? es liberado 
al citosol a partir del lumen del RE a través del funcionamiento del 
canal de Ca” regulado por IP, en la membrana del RE, como se des- 
criben en la Figura 15-364 (pasos El y a. Esta proteína canal grande 
se halla compuesta por cuatro subunidades idénticas 
las cuales contiene un sitio de unión a 


N-terminal. La unión de IP, induce la 
Ca?* fluir a favor de su gradiente de c 


el citosol. Cuando varios inositoles fosforilados que se encuentran 
en las células se añaden a Preparaciones de vesículas del RE, solo 1P, 
causa la liberación de iones Ca2* desde las vesículas. Este experimento 
simple demuestra la especificidad de los efectos IP 

El incremento en la concentración de Ca?+* ñ 
1P, es transitorio debido a que las bombas d 


cada una de 
IP, en el dominio citosólico 
apertura del canal y permite al 
oncentración desde el RE hacia 


citosólico mediado por 
e Ca?* localizadas en | 
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Iinositol 


Fosfatidilinositol 
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Pl 4-fosfato 


FIGURA 15-35 Síntesis de los segundos mensajeros DAG e IP, a partir 
de fosfatidilinositol (PI). Cada cinasa Pl unida a membrana coloca un 
fosfato “círculos amarillos) sobre un grupo hidroxilo específico en el anillo 

s derivados fosforilados PIP y PIP,. La escisión 


a 
erawr noia 
- Y UU 


membrana plasmática y la membrana del RE transportan activamente 
Ca” desde el citosol hacia el exterior celular y el lumen del RE, respec- 
tivamente. Por otro lado, inmediatamente después de su generación, el 
fosfato unido al carbono 5 del IP, (véase la Fig. 15-35) es hidrolizado 
y produce inositol 1,4-bifosfato. Este compuesto no puede unirse a la 
proteína canal de Ca?” regulada por IP, y, por ende, no estimula la libe- 
ración de Ca” desde el RE. 

Sin algunos medios para reabastecer los depósitos agotados de Ca?* 
intracelular, una célula pronto podría ser incapaz de incrementar la 
concentración de Ca”. citosólico en respuesta a 1P3 inducido por hor- 
mona. Los estudios de patch-clamp (véase la Fig. 11-22) revelaron que 
un canal de Ca?” de la membrana plasmática, llamado canal operado 
por depósitos, se abre en respuesta al agotamiento de los depósitos de 
Ca” del RE. Estudios en los cuales cada proteína canal potencial fue in- 
activada una por vez con shRNA establecieron la identidad de esta pro- 
teína canal como Orail. La proteína que detecta el Ca* es STIM, una 
proteína transmembrana en la membrana del retículo endoplasmático 
(Fig. 15-36b). Una mano EF, similar a la de la calmodulina (véase la Fig. 
3-31), sobre el lado luminal de la membrana del RE une Ca” cuando 
su concentración en el lumen es alta. A medida que los depósitos de 
Ca” del retículo endoplasmático se agotan, las proteínas STIM prerEan 
sus Ca” unidos, oligomerizan y, de manera desconocida, relocalizan 
las zonas de la membrana del RE cerca de la membrana plasmática 
(Fig. 5-36b, derecha). Existen dominios CAD de las STIM que se unen 
a Orail y desencadenan su apertura, lo que permite la entrada de Ca” 
extracelular. La sobreexpresión combinada de Orai y STIM en las cé- 
lulas cultivadas lleva a un aumento marcado de la entrada de Ca” y 
establece que estas dos proteínas son componentes clave en la vía de 


Ca” operada por depósito. 


1,2-diacilglicerol 
(DAG) 


Fosfolipasa C 


Pl 4,5-bifosfato 
(PIP2) 


Inositol 1,4,5- 
trifosfato 
(IP3) 


de PIP, mediante la fosfolipasa C produce los dos segundos mensajeros 
importantes DAG e IP,. (Véase A. Toker y L. C. Cantley, 1997, Nature 387:673, y C. L. Carpenter y 
L.C. Cantley, 1996, Curr. Opin. Cell Biol. 8:153.) 


La activación continua de ciertos receptores acoplados a pro- 
teína G inducen rápidamente picos repetidos de la concentración 
de Ca”* citosólico. Estos estallidos en los niveles de Ca?* citosólico 
son causados por una interacción compleja entre la concentración 
de Ca” citosólico y la proteína canal de Ca?* regulado por IP,. La 
concentración submicromolar de Ca?* citosólico en el estado de re- 
poso potencia la apertura de estos canales por IP, y se facilita así 
la elevación rápida en el Ca”* citosólico después de la estimulación 
hormonal del receptor acoplado a proteína G en la superficie celu- 
lar. Sin embargo, las altas concentraciones de Ca?* alcanzadas en la 
punta del pico inhiben la liberación de Ca?* inducida por IP, desde 
los depósitos intracelulares al disminuir la afinidad de los canales 
de Ca” por IP,. Como resultado, los canales cierran, y los niveles de 
Ca”* citosólico descienden rápidamente. Por lo tanto, el Ca?* citosó- 
lico es un inhibidor por retroalimentación de la proteína, el canal de 
Ca”* regulado por IP,, que cuando abre desencadena el incremento 
de Ca” citosólico. Los picos de iones calcio se producen en las células 
de la glándula pituitaria que secreta hormona leutinizante (LH), la 
cual cumple un papel importante en el control de la ovulación y la 
fertilidad femenina. La secreción de LH es inducida por la unión 
de la hormona liberadora de hormona leutinizante (LHRH) a sus 
receptores acoplados a proteína G sobre estas células; la unión de 
LHRH induce los picos de Ca?* repetidos. Cada pico de Ca?* induce 
la exocitosis de unas pocas vesículas secretoras que contienen LH, 
presumiblemente aquellas cercanas a la membrana plasmática. 


Activación de la proteincinasa C por DAG Después de su formación 
por la hidrolisis de PIP, catalizada por la fosfolipasa C, el DAG perma- 
nece asociado con la membrana plasmática. La función principal del 
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2) ANIMACIÓN FOCALIZADA: Segundos mensajeros en las vías de señalización 


Receptor acoplado a proteína G (GPCR) 
4 Ligando 
A 
O, 


a 


(a) 


Exterior 


Membrana 
plasmática 


Citosol 


a Ley) 


Membrana 
plasmática 


Membrana del RE 


Lumen del RE 
O 


Ca?* unido 


Alta [Ca?*] en el lumen del RE 


FIGURA 15-36 La vía IP,/DAG y la elevación del Ca”*citosólico. (a) Aper- 
tura de los canales de Ca”* en el retículo endoplasmático. Esta vía puede ser 
desencadenada por la unión de ligando a los GPCR que activan cualquiera de 
las subunidades G,, O G,, y llevan a la activación de la fosfolipasa C (paso 

). La escisión de PIP, por la fosfolipasa C produce IP, y DAG (paso EJ). Después 
de la difusión a través del citosol, IP, interactúa con los canales de Ca?* en la 
membrana del retículo endoplasmático y los abre (paso BJ), lo cual provoca la 
liberación de los iones Ca?" almacenados hacia el citosol (paso BJ). Una de las 
respuestas inducidas por una elevación en el Ca?* citosólico es el reclutamien- 
to de la proteincinasa C (PCC) a la membrana plasmática (paso EJ), donde es 
activada por DAG (paso B). La cinasa activada asociada a la membrana puede 
fosforilar diversas enzimas celulares y receptores, y alterar de esta manera 


Fosfolipasa C 


O Ca?" a 


Fosforilación 
de sustrato 


Canal de Ca?* 
activado por IP3- 


Membrana del RE 


Lumen del RE 


Retículo endoplasmático 


Baja [Ca?*] en el lumen del RE 


sus actividades (paso H). (b) 


Apertur 
almas a de los canales de Ca** de la membrana 


Izquierda: ( 
lumen del o en reposo, las concentraciones de Ca?* en el 
unen a los dominios manos EF del son altas, y los iones Ca”* (círculos azules) s€ 
smedidaque (bsalmacenae : as proteínas transmembrana STIM. Derecha: 
agotan y los iones Ca?* se dl e E A aid pd 
rizació sarió - anos EF, las STIM sufren oligome- 
bis ps So membrana del RE cerca de , mem- 
ena cry Pad de activación CRAC de la STIM (CAD, verde) 
almacenamiento en la membran su apertura, los canales de Ca” regulados po! 
Ca? extracelular. (Adaptado de J w p. a plasmática, lo que permite la entrada del 

*. PUtney, 1999, Proc. Nat | Acad Sci. USA 96:14669, Y. Zhou, 2010 
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CAPÍTULO 15 » Transducción de la señal y receptores acoplados a proteína G 


pAG es activar una familia de proteincinasas colectivamente llamadas 
proteincinasas C (PCC). En ausencia de estimulación hormonal, la 

roteincinasa C se presenta como una proteína citosólica soluble que 
pS catalíticamente inactiva. Una elevación en la concentración de Ca?* 
citosólico causa que la proteincinasa C se traslade a la capa citosólica de 
la membrana plasmática, donde puede interactuar con el DAG asocia- 
do a la membrana (véase la Fig. 15-36a, pasos y B». De este modo, 
la activación de la proteincinasa C depende de un incremento tanto de 
los ¡ones Ca? como del DAG, lo cual sugiere una interacción entre las 
dos ramificaciones de la vía IP,/DAG. 

La activación de la proteincinasa C en diferentes células da como 
resultado una variedad de gama de respuestas, lo cual indica que cum- 
ple una función clave en muchos aspectos del crecimiento y el metabo- 
lismo celular. En las células hepáticas, por ejemplo, la proteincinasa C 
ayuda a regular el metabolismo del glucógeno mediante fosforilación y, 
por ende, inhibe la glucógeno sintasa. La proteincinasa C también fos- 
forila diversos factores de transcripción que, en algunas células, activan 
genes necesarios para la división celular. 


El complejo Ca”-calmodulina media muchas 
respuestas celulares de las señales externas 


La pequeña proteína citosólica ubicua calmodulina funciona como 
un interruptor multipropósito que media muchos efectos celulares 
de los iones Ca?*. La unión de Ca?* a los cuatro sitios en la calmodu- 
lina forma un complejo que interactúa con muchas enzimas y otras 
proteínas y modula sus actividades (véase la Fig. 3-31). Debido a que 
los cuatro Ca?* se unen a la calmodulina de manera cooperativa, un 
pequeño cambio en la concentración de Ca?* citosólico lleva a un 
gran cambio en la concentración de calmodulina activa. Una enzima 
bien estudiada activada por el complejo Ca?*-calmodulina es la cina- 
sa de cadena ligera de miosina, que regula la actividad de la miosina 
y, por lo tanto, la contracción en las células musculares (véase el Cap. 
17). Otra es la CAMP fosfodiesterasa, la enzima que degrada el CAMP 
a 5-AMP y termina sus efectos. Por ende, esta reacción conecta el 
Ca?* y el CAMP, uno de los muchos ejemplos en los cuales las vías 
mediadas por dos segundos mensajeros interactúan para poner a 
punto una respuesta celular. 

En muchas células, el incremento en el Ca”* citosólico que sigue la 
vía de señalización de receptor IP, generada por fosfolipasa lleva a la 
activación de factores de transcripción específicos. En algunos casos, 
el Ca**-calmodulina activa la proteincinasa que, a su vez, fosforila los 
factores de transcripción y modifica así sus actividades y regula la ex- 
presión génica. En otros casos, el Ca?*-calmodulina activa una fosfatasa 
que elimina grupos fosfatos a partir de un factor de transcripción, y lo 
activa. Un ejemplo importante de este mecanismo involucra las células 


T del sistema inmunitario (véase el Cap. 23). 


La relajación inducida por señal del músculo liso 
vascular está mediada por una vía de Ca”*-óxido 
nítrico-cGMP activada por la proteincinasa G 


Y La nitroglicerina ha sido utilizada durante un siglo como trata- 
miento para el dolor de pecho intenso de la angina de pecho. Se 
sabía que se descomponía lentamente en el cuerpo a óxido nítrico 
(NO) y causaba la relajación de las células de músculo liso que rodean 


los vasos sanguíneos que “alimentan” al músculo cardíaco en sí mismo; 
de esta forma, aumenta el diámetro de los vasos sanguíneos y el flujo de 
la sangre que transporta oxígeno hacia el músculo cardíaco. Uno de los 
descubrimientos más intrigantes en la medicina moderna es que el NO, 
un gas tóxico que se encuentra en los escapes de los automóviles, es de 
hecho una molécula de señalización natural. M 


La evidencia definitiva para el papel del NO en la inducción de la 
relajación de los músculos liso proviene de un conjunto de experimen- 
tos en los cuales se añadió acetilcolina a preparaciones experimentales 
de células de músculo liso que rodean los vasos sanguíneos. La aplica- 
ción directa de acetilcolina a estas células provoca que ellas se contrai- 
gan, el efecto esperado de la acetilcolina sobre estas células musculares. 
Pero la adición de acetilcolina al lumen de pequeños vasos sanguíneos 
aislados causó la relajación y no la contracción de los músculos lisos 
subyacentes. Estudios posteriores demostraron que, en respuesta a la 
acetilcolina, las células endoteliales que revisten el lumen de los vasos 
sanguíneos liberaran alguna sustancia que resultó ser NO. 

En la actualidad, se sabe que las células endoteliales contienen un 
receptor acoplado a proteína G, que une acetilcolina y activa la fos- 
folipasa C, lo que lleva a un incremento en la concentración de Ca”* 
citosólico. Después de que el Ca?* se une a la calmodulina, el com- 
plejo resultante estimula la actividad de NO sintasa, una enzima que 
cataliza la formación de NO a partir de O, y el aminoácido arginina. 
Debido a que el NO tiene un tiempo de vida corto (2-30 segundos), 
puede difundir solo localmente en los tejidos a partir de su sitio de 
síntesis. En particular, el NO difunde desde la célula endotelial hasta 
las células de músculo liso vecinas, donde se desencadena la relaja- 
ción muscular (Fig. 15-37). 

El efecto del NO sobre el músculo liso es mediado por el segundo 
mensajero cCGMP, formado por un receptor NO intracelular expre- 
sado por las células de músculo liso. La unión de NO al grupo hemo 
en este receptor lleva al cambio conformacional que incrementa su 
actividad guanilciclasa intrínseca, con la consecuente elevación en 
la concentración de cGMP citosólico. La mayoría de los efectos del 
cGMP están mediados por una proteincinasa dependiente de cCGMP, 
también conocida como proteincinasa G (PCG). En el músculo liso 
vascular, la proteincinasa G activa una vía de señalización que pro- 
duce la inhibición del complejo actina-miosina, la relajación de la 
célula y, por lo tanto, la dilatación del vaso sanguíneo. En este caso, 
cGMP actúa indirectamente a través de la proteincinasa G, mientras 
que en las células bastón el cCGMP actúa directamente mediante la 
unión y la apertura de los canales de catión en la membrana plasmá- 
tica (véase la Fig. 15-23). 


La integración de los segundos mensajeros Ca”* 
y cAMP regula la glucogenólisis 


Así como ninguna célula vive en aislamiento, ninguna vía de señali- 
zación intracelular funciona sola. Todas las células reciben constante- 
mente múltiples señales de sus ambientes, incluyendo cambios en las 
concentraciones de hormonas, metabolitos, y gases como NO y oxí- 
geno; estas señales deben integrarse. La degradación de glucógeno a 
glucosa (glucogenólisis) proporciona un ejemplo excelente de cómo 
las células pueden integrar sus respuestas a más de una señal. Como 
se analizó en la Sección 15.5, la estimulación por adrenalina de las cé- 
lulas musculares y hepáticas lleva a un aumento del segundo mensa- 
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FIGURA 15-37 La vía de Ca”'/óxido nítrico Lumen de 
(NO)/cGMP y la relajación del músculo liso vaso sanguíneo 


arterial. El óxido nítrico es sintetizado en las células 
; : ; ep 
endoteliales en respuesta a la activación delosGPCR —— — —— 


de acetilcolina, fosfolipasa C y el posterior aumento 
en el Ca?* citosólico (pasos HE). El NO difunde Células 


a iva un receptor : 
e tejidos y activa P endoteliales 
clasa en las 


localmente a través d 
de NO intracelular con actividad guanilci 
células de músculo liso cercanas (BJ). El incremento 


resultante en CGMP (B) activa la proteincinasa G (0) 
y lleva a la relación del músculo y, por lo tanto, a la 
vasodilatación (EJ). PP, = pirofosfato. (Véase C. 5. Lowestein 


y cols, 1994, Ann, Interm. Med. 120:227,) 


Células de músculo liso 


jero CAMP, el cual estimula la degradación de glucógeno (véase la Fig. 
15-31a). Tanto en las células musculares como en las hepáticas, otros 
segundos mensajeros también producen la misma respuesta celular. 
En las células musculares, la estimulación de los impulsos ner- 
viosos causa la liberación de iones Ca? desde el retículo sarcoplas- 
mático y un incremento en la concentración de Ca?* citosólico, el 
cual desencadena la contracción muscular. La elevación en el Ca?* 
citosólico también activa la glucógeno fosforilasa cinasa (GPC), y 
estimula así la degradación de glucógeno a glucosa-1-fosfato, que 


(a) Células de músculo liso 


Estimulación 
neural 


FIGURA 15-38 Regulación integrada de la glucogenólisis por 
las vías del Ca?* y del CAMP/PCA. (a) La estimulación hormonal 
de las células de músculo estriado o la unión de adrenalina a los 
receptores B-adrenérgicos sobre sus superficies lleva al incremento 
de la concentración citosólica del segundo mensajero Ca?* o de 
CAMP respectivamente. La enzima reguladora clave glucógeno 
fosforilasa cinasa (GPC) es activada por la unión de ¡ones Ca” y por 
la fosforilación por proteincinasa A (PCA) dependiente de CAMP. (b) 
En las células hepáticas, la estimulación hormonal de los receptores 
B-adrenérgicos lleva al incremento citosólico de las concentraciones 
del cAMP y dos otros segundos mensajeros, el diacilglicerol(DAG) y 
el inositol 1,4,5-trifosfato (IP,). Las enzimas se marcan con recuadros 
blancos. (+) = activación de la actividad enzimática; (-) = inhibición. 
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O _ 0 


Degradación 
de glucógeno 
aumentada 


Acetilcolina 


4 ¿As 
Arginina + O, Citrulina + ÑO; 


a A. 


RELAJACIÓN 
DE CÉLULA MUSCULAR 


eve la contracción prolongada. Recuérdese que la fosforila- 
ción por la proteincinasa A dependiente de CAMP también activa la 
glucógeno fosforilasa cinasa (véase la Fig. 15-31). Por lo tanto, esta 
enzima reguladora clave en la glucogenólisis está sujeta tanto a regu- 
lación neural como hormonal en el músculo (Fig. 15-384). 

En las células hepáticas, la activación inducida por hormona de la 
proteína efectora fosfolipasa C también regula la degradación de glu- 
cógeno mediante la generación de segundos mensajeros DAG e IP,. 
Como aprendimos, IP, induce un incremento en el Ca?* citosólico, el 


promu 


(b) Células hepáticas 


Estimulación 


Estimulación 
hormonal 


hormonal 


Degradación 
de glucógeno 
aumentada 


Síntesis de 
glucógeno 
disminuida 


Síntesis de 
glucógeno 
disminuida 


Abreviaturas: 


PCA proteincinasa A 
GPC glucógeno fosforilasa cinasa 


GP glucógeno fosforilasa 
GS glucógeno sintasa 


iva la glucógeno fosforilasa cinasa como en las células muscu 
L 


cual a a a E E 
lo que ocasiona la degradación de glucógeno. Más aún, el efec 


lares, 


combinado de DAG y Ca” incrementado activa la proteincinasa € 
10 


tuéase la Fig. 15- 30). Esta cinasa puede tosforilar la glucógeno sintasa, 
inhibir así la enzima y reducir la velocidad de síntesis del glucógeno. En 
este Caso, Se activan múltiples vías de transducción de la señal intrace- 
jular mediante la misma señal (Fig. 15-38b). 

La regulación dual de la glucógeno fosforilasa cinasa por el Ca? y 
Ja proteincinasa A en células hepáticas y musculares resulta a partir de 
su estructura de subunidad multimérica (048). La subunidad y es la 
enzima catalítica; las subunidades reguladoras az y B, que son similares 
en estructura, son fosforiladas por la proteincinasa A; y la subunidad 5 
es la calmodulina sensora de calcio. La glucógeno fosforilasa cinasa tie- 
ne actividad máxima cuando los iones Ca”* están unidos a la subunidad 
calmodulina y la subunidad ha sido fosforilada por proteincinasa A. En 
efecto, la unión de Ca”* a la subunidad calmodulina puede ser esencial 
para la actividad enzimática de la glucógeno fosforilasa cinasa. La fosfo- 
rilación de las subunidades O. y también $ por parte de la proteincinasa 
A incrementa la afinidad de la subunidad calmodulina por el Ca”, lo que 
permite a los ¡ones Ca” unirse a la enzima en las concentraciones submi- 
cromolares de Ca?” que se encuentran en las células no contráctiles. Por 
lo tanto, el aumento en la concentración citosólica de Ca?* o de CAMP (o 
ambos) induce aumentos incrementales en la actividad de la glucógeno 
fosforilasa cinasa. Como resultado de la concentración elevada de Ca?* 
citosólico después de la estimulación de las células musculares, la glu- 
cógeno fosforilasa cinasa se activará incluso si no está fosforilada; por 
ende, el glucógeno puede ser hidrolizado para alimentar la contracción 
muscular continuada incluso en ausencia de estimulación hormonal. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 15.6 


Receptores acoplados a proteína G que 
desencadenan elevaciones en el Ca” citosólico 


* Una pequeña elevación en el Ca** citosólico induce una variedad de 
respuestas en diferentes células, incluyendo la secreción hormonal, 


la contracción muscular y la agregación plaquetaria (véase el Cuadro 
15-3), 


* Muchas hormonas se unen a los GPCR acoplados a las proteínas G 
que contienen una subunidad G,, O G,,, La proteína efectora activada 
porG, o Su unido a GTP es una enzima fosfolipasa C. 


* La fosfolipasa C escinde un fosfolípido conocido como PIP, y genera 
dos segundos mensajeros: IP, que difunde y DAG unido a membrana 
(véase la Fig. 15-35). 


"IP, desencadena la apertura de canales de Ca?* regulados por IP, en 
el retículo endoplasmático y la elevación de Ca?* citosólico libre. En 
respuesta al Ca” citosólico incrementado, la protelncinasa Ces reclu- 


tada en la membrana plasmática, donde es activada por el DAG (Fig. 
15-364). 


" El agotamiento de los depósitos de Ca?** del RE lleva a la apertura de 
los canales regulados por depósitos de la membrana plasmática y a 
Una entrada de Ca?* desde el medio extracelular (véase la Fig, 15-36b). 


"El complejo Ca?*-calmodulina regula la actividad de muchas 
Proteínas diferentes, incluyendo la cAMP fosfodiesterasa y prolein- 


cinasas y fosfatasas que controlan la actividad de varios factores de 
transcripción, 


« La estimulación de los receptores acoplados a proteína G por la 
acetilcolina sobre las células endoteliales induce un incremento en el 
Ca” citosólico y la posterior síntesis de NO. Después de la difusión en 
las células de músculo liso circundantes, el NO activa una guanilato 
ciclasa intracelular para sintetizar CGMP,. El incremento resultante en 
cGMP lleva a la activación de la proteincinasa G, la cual desencadena 
una vía resultante en la relajación muscular y la vasodilatación (véase 
la Fig. 15-37). 


* La degradación del glucógeno y la síntesis está regulada de forma 
coordinada por los segundos mensajeros Ca** y CAMP, cuyas concen- 
traciones están reguladas por estimulación neural y hormonal (véase 
la Fig. 15-38). 


Perspectivas para el futuro 


En este capítulo, nos hemos fijado principalmente en las vías de trans- 
ducción de la señal activadas por receptores individuales acoplados a 
proteína G. Sin embargo, incluso estas vías relativamente simples pre- 
sagian situaciones más complejas dentro de las células vivas. Muchos 
receptores acoplados a proteína G forman homodímeros o heterodí- 
meros con otros receptores acoplados a proteína G que unen ligandos 
con diferentes especificidades y afinidades. Existe mucha investigación 
actual que está dedicada a determinar funciones de estos receptores 
diméricos en el cuerpo. 

Con - 900 miembros en total, los receptores acoplados a proteí- 
na G representan la familia de proteínas más grande en el genoma 
humano. Se cree que aproximadamente la mitad de estos genes co- 
difican receptores sensitivos; de estos, la mayoría está en el sistema 
olfatorio y unen odorantes. De los restantes receptores de proteína 
G, el ligando natural no ha sido identificado para muchos de los lla- 
mados GPCR huérfano (es decir, GCPR putativos sin ligandos afines 
conocidos). Es probable que muchos de estos receptores huérfanos se 
unan a moléculas de señalización no identificadas hasta el momento, 
incluyendo nuevas hormonas peptídicas. Los receptores acoplados a 
proteína G ya abarcan las dianas de más del 30% de todos los fárma- 
cos terapéuticos aprobados; por lo tanto, los GPCR huérfanos repre- 
sentan un recurso fructífero para el descubrimiento de fármacos por 
parte de la industria farmacéutica. 

Un abordaje técnico que ha probado ser fructífero en la identifi- 
cación de ligandos de los GPCR huérfanos involucra la expresión de 
los genes de receptores en células transfectadas y su uso como siste- 
mas informadores para detectar sustancias en extractos tisulares que 
activan vías de transducción de la señal en estas células. Este enfoque 
ya ha dado lugar a conocimientos impresionantes acerca del compor- 
tamiento humano. Un ejemplo es que dos péptidos nuevos llama- 
dos orexina-A y orexina-B (del griego orexis, que significa “apetito”) 
fueron identificados como los ligandos para dos GPCR huérfanos. 
Investigación posterior demostró que el gen orexina solo se expresa 
en el hipotálamo, la parte del cerebro que regula la alimentación. La 
inyección de orexina a los ventrículos cerebrales causó que los anima- 
les se alimentaran más, y la expresión del gen orexina se incrementó 
marcadamente durante el ayuno. Ambos hallazgos son consistentes 
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ementar el apetito. Estrictamente, 


con la función de la orexina en incr : 
fren de narcolepsia, un trastor- 


ratones deficientes para las orexinas SU 
no caracterizado por la excesiva somnolencia diurna en los seres hu- 


manos (para los ratones, somnolencia nocturna). Más aún, informes 
muy recientes sugieren que el sistema orexIna es disfuncional en una 
mayoría de los pacientes narcolépticos humanos: los péptidos orexina 
no pueden ser detectados en Sus líquidos cefalorraquídeos (aunque 
xiste evidencia de mutación en sus genes orexina). Estos hallaz- 
ente los neuropéptidos orexina y sus receptores 
amiento de la alimentación como con el sueño 


no e 
gos conectan firmem 
tanto con el comport 
en animales y en seres humanos. 

Más recientemente un neuropéptido nuevo, el neuropéptido S, se 
identificó como el ligando para otro GPCR huérfano anterior. Luego, 
los investigadores demostraron que este neuropéptido modula una 
cantidad de funciones biológicas, incluyendo la ansiedad, la excitación, 
la locomoción y la memoria. Cabe preguntarse qué otros péptidos y 
pequeñas moléculas de hormonas permanecen por ser descubiertas y 
las ideas que el estudio de estos proporcionará a nuestro entendimiento 


del metabolismo, el crecimiento y el desarrollo humano. 


Palabras clave 


adenilciclasa 692 
adrenalina 688 

agonista 682 

AMP cíclico (cAMP) 679 
amplificación de la señal 674 
antagonista 682 

arrestina 697 

autocrino 676 

calmodulina 679 

cinasa 677 
desensibilización 684 
endocrino 675 

ensayos de competición 682 
fosfatasa 677 

fosfolipasa C (PLC) 708 
glucagón 699 

glucogenólisis 699 
hormona 673 


óxido nítrico 711 
paracrino 675 
proteínas G triméricas 679 
proteincinasa A (PCA) 701 
proteincinasa C (PCC) 708 
proteincinasa G (PCG) 711 
receptores 

P-adrenérgicos 687 
receptores acoplados 

a proteína G (GPCR) 674 
receptores muscarínico 

de acetilcolina 693 
rodopsina 694 
segundos mensajeros 674 
superfamilia de GTPasa 678 
transducción de la señal 674 
transducina 694 
vía IP,/DAG 708 


Revisión de los conceptos 


1. ¿Qué características comunes son compartidas por la mayoría de 
los sistemas de señalización celular? 


2. La señalización por moléculas extracelulares solubles puede ser 
clasificada como endocrina, paracrina o autocrina. Describa cómo 
difieren estos tres tipos de señalizaciones celulares. La hormona de 
crecimiento es secretada por la pituitaria, la cual se localiza en la 
base del cerebro y actúa a través de los receptores de hormona del 
crecimiento sobre el hígado. ¿Es este un ejemplo de señalización en- 
docrina, paracrina o autocrina? ¿Por qué? 


diferentes con un valor de k 
de K, de 107 para el receptor 
la mayor afinidad? Calcular 
ligando unido ([RL]/R,) en 
entración de ligando 


receptores 
1 y un valor 
stra 


3. Un ligando se une 4 dos 
de 107 M para el receptor 
2. ¿Para qué receptor el ligando MU£ 
la fracción de receptores qué tiene UN a 
el caso del receptor 1 Y el receptor 2 51 


libre es 10% M. 
a de señalización, a menudo 


r de superficie celular y medir la actividad 
nte abajo en diferentes condiciones, 
rafía de afinidad para aislar un 
ica podría medir la can- 
GTP) en las células 
licaría. 


. ¡ona la ví 
4. Para comprender cómo funciona 


es útil aislar el recepto 
de las proteínas efectoras corrie 
¿Cómo podría utilizar la cromatogralla z 
receptor de superficie celular? ¿Con qué o : 
tidad de proteína G activada (la forma un1 a 
estimuladas por ligando? Describa el enfoque q 


te dominios transm 


na G para transmiti 
puesta, incluya los cambios confor- 


l receptor en respuesta a la unión 


5. ¿Cómo hacen los sie embranas de los recep- 
. ¿Cómo ade! 

; r la señal a través de la 
tores acoplados a protel 
membrana plasmática? En su res 
macionales que se producen en € 
del ligando. 


6. Las proteínas G triméricas que transducen la señal consisten en 


tres subunidades designadas 0%, P y y. La subunidad G, es una pro- 
teína interruptora GTPasa que alterna entre los estados activos e in- 
activos dependiendo de si está unido el GTP o el GDP. Revise los 
pasos para la activación inducida por ligando de las proteínas efec- 
toras mediada por las proteínas G triméricas. Suponga qué usted ha 
aislado una subunidad G, mutante que ha incrementado la actividad 
GTPasa, ¿qué efectos tendría esta mutación en la proteína G y en la 


proteína efectora? 


7. Explique cómo FRET podría utilizarse para seguir la asociación de 
G., y la adenilciclasa después de la activación del receptor de adren- 


alina. 


8. ¿Cuáles de los siguientes pasos amplifican la respuesta de la señal 
de la adrenalina en las células: la activación de la proteína G del 
receptor, activación de la proteína G de la adenilciclasa (AC), acti- 
vación CAMP de PCA o fosforilación de PCA de la glucógeno fosfo- 
rilasa cinasas (GPC)? ¿Qué cambios tendrán mayores efectos sobre la 
amplificación de la señal: un aumento en el número de receptores de 
adrenalina o un aumento en el número de proteínas G,¿? 


9. La toxina del cólera, producida por la bacteria Vibrio cholera, cau- 
sa diarrea en los individuos infectados. ¿Cuál es la base molecular 
para este efecto de la toxina? 


10. Tanto la rodopsina en la visión como el sistema de receptor mus- 
carínico de acetilcolina en el músculo cardíaco están acoplados a los 


ona ES de proteínas G. Describa las similitudes y las 
diferencias entre estos dos sistemas 


11. La adrenali 
nalina se une tanto a los receptores B-adrenérgicos como 


a los QL- érgl 
adrenérgicos. Describa las acciones opuestas sobre la pro- 


teína ef da . 
ectora, adenilciclasa, suscitadas por la unión de adrenalina 
a 


a estos dos ti A 
un a de E el Describa el efecto de la adición de 
: 8 o un antagonista a un receptor edntricasobreh 
actividad de la adenilciclasa. érgico sobre li 
12. En el híga , , 
e a ] el músculo, la estimulación por adrenalina de la 
va la degradación de glucógeno e inhibe su síntesis 
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¡entras que €N el tejido adiposo la adrenalina activa la hidrólisis de 
jicéridos y EN las otras células causa una diversidad de respuestas. 
sos en las vías de señalización del CAMP en estas células es- 
la respuesta celular? 


m 
trig 
e pa 
¿Qué p 
pecifican 
13. La exposición continua de un receptor acoplado a proteína Go:s 
a su ligando lleva a un fenómeno conocido como desensibilización 
Cómo puede un receptor volver a su estado sensibilizado original? 
Y , : 
¿Qué efectos tendría un receptor mutante que carece de sitios de fos- 
forilación de serina o treonina sobre una célula? 
14. ¿Cuál es el propósito de las proteínas asociadas a cinasa A 
(ACAP)? Describa cómo funcionan las ACAP en las células de 
músculo cardíaco. 


15. El inositol 1,4,5-trifosfato (IP,) y el diacilglicerol (DAG) son 
moléculas de segundos mensajeros derivadas de la escisión del fosfa- 
tidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) mediante la fosfolipasa C activada. 
Describa el papel del IP, en la elevación de la concentración de Ca?* 
citosólico. ¿De qué forma restauran las células las concentraciones de 
Ca” citosólico? ¿Cuál es la principal función del DAG? 


16. En el Capítulo 3, la K, de las manos EF de la calmodulina para 
unir Ca? es de 10 M. Cantidad de proteínas tienen afinidades 
mucho más altas para sus respectivos ligandos. ¿Por qué es impor- 
tante la afinidad específica de la calmodulina para los procesos de 
señalización del Ca?* como los iniciados por la producción IP? 


17. La mayoría de las respuestas fisiológicas de las células al CAMP 
son mediadas por activación de la PCA. El cGMP es otro segundo 
mensajero común. ¿Cuáles son las dianas del CGMP en las células del 
músculo liso y las células bastón? 


Análisis de los datos 


l. Las mutaciones en las proteínas G triméricas pueden causar mu- 
chas enfermedades en los seres humanos. Los pacientes con acromé- 
galia suelen tener tumores pituitarios que secretan en exceso hor- 
mona de crecimiento (GH). La hormona liberadora de GH (GHRH) 
estimula la liberación de GH de la pituitaria mediante la unión 


de los receptores GHRH y estimula la adenilciclasa. Los investiga- 
cumplían un papel en 


ón del gen G,, de tipo 
cientes con tu- 
o erróneo en la 


dores querían conocer si mutaciones en Gu 
este trastorno. La clonación y la secuenciaci 
silvestre y del mutante de individuos normales y pa 
Mores pituitarios revelaron una mutación con sentid 
secuencia génica G .. 

197) 
ión en la actividad Gs 
transfectaron a las 
receptor 
agonista 


a. Para investigar el efecto de la mutac 
los CDNA de G,, mutante y de tipo silvestre se 
células que carecen el gen G,,. Estas células expresan un 
P-adrenérgico que puede ser activado por isoproterenol, un 


del receptor PB -adrenérgico. Las membranas s€ aislaron a partir de 
Ñ . . . 
la actividad de adenilciclasa 


istente a hidrólisis, GT- 
cluiría acerca del efecto 
a de GTP solo en 
l (iso)? 


células transfectadas y se ensayaron para 
en presencia de GTP o el análogo de GTP res 
PgS. A partir de la siguiente figura, ¿qué con 
de la mutación sobre la actividad G,s €n presenci 
comparación con GTPgS solo o GTP más isoprotereno 


250 - MS A | 
200 |-—— | 


150 |- 


Actividad adenilciclasa 


GTP GTP+iso GTPyS 


Muta nte 


GTP GTP+iso GTPyS 


Tipo silvestre 


b. En las células transfectadas descritas en la parte (a), ¿cuáles 
serían las concentraciones de cAMP en la célula transfectada con la Gs 
de tipo silvestre y con la G,¿ mutante? ¿Qué efectos podría tener esto 
en las células? 


c. Para caracterizar aún más los defectos moleculares causados por 
esta mutación, se midió la actividad GTPasa intrínseca presente En 
ambos G,, mutante y de tipo silvestre. Los ensayos para la actividad 
GTPasa mostraron que la mutación redujo la k,,.. np (constante de ve- 
locidad de catálisis para la hidrólisis de GTP) desde un valor de tipo 
silvestre de 4,1 min! a un valor mutante de 0,1 min”. ¿Qué concluiría 
acerca de los efectos de la mutación sobre la actividad GTPasa presente 
en la subunidad mutante G? ¿Cómo explican estos resultados de la 
GTPasa los resultados de la adenilciclasa mostrados en la parte (a)? 


2. La fosforilación de una proteína puede influir en su capacidad para 
interactuar con otras proteínas. Estas interacciones proteína-proteína 
cumplen un papel fundamental en las vías de transducción de la se- 
ñal, y estas interacciones pueden ser identificadas usando numerosas 
técnicas, incluyendo transferencia de energía fluorescente (véase la Fig. 
15-18). La proteincinasa A (PCA) tiene muchos sustratos, uno de los 
cuales es la glucógeno fosforilasa cinasa, que tiene una estructura mul- 
timérica (o.By5), que contiene dos subunidades reguladoras (0. y B), la 
subunidad catalítica y y la subunidad Ó sensora de calcio. 


a. Usted está utilizando transferencia de energía fluorescente para in- 
vestigar las interacciones de PCA con la glucógeno fosforilasa cinasa y 
ha clonado una construcción de fusión de cDNA para tres de las cuatro 
subunidades diferentes (y, PB, 8), todas las cuales contienen una marca 
fluorescente que, cuando se expresa, se excita a 480 nm y emite fluores- 
cencia a 535 nm. Usted también tiene cDNA que codifica el dominio 
catalítico de PCA fusionado a una marca que, cuando se expresa, se 
excita a 440 nm y emite a 480 nm. En el ensayo, si la proteína de fusión 
PCA interactúa con uno o más de los sustratos glucógeno fosforilasa 
cinasa marcados, la transferencia de energía desde la marca PCA excita 
la marca sobre el sustrato y provoca que este emita fluorescencia a 535 
nm, y esto puede ser detectado. 


Las células hepáticas son transfectadas con la construcción de 
fusión PCA sola (control) o con la construcción de fusión PCA más 
una de las construcciones de glucógeno fosforilasa cinasa etiquetada 
y más tarde tratada con adrenalina. Las emisiones de fluorescencia a 
535 nm, resultantes de los cuatro experimentos de transfección dife- 
rentes, repetidos tres veces, se muestran en el siguiente gráfico. Las 
marcas de las cuatro barras en el gráfico muestran la emisión de PCA 
por sí misma, PCA + la subunidad y, PCA + la subunidad B, y PCA + 
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la subunidad $. Explique por qué solo hay un pico principal ad qué 
los valores representados por las otras tres barras no son significativa- 


mente distintos entre sí. 


Emisión a 535 nm 


b. ¿Qué combinación anterior produciría emisión a 535 nm si el 
experimento se repitiera pero en lugar de adrenalina se utilizara dib- 
utiril-cAMP, el cual cruza libremente la membrana plasmática? 


c. Como se describió anteriormente, existen tres subunidades 
reguladoras de glucógeno fosforilasa cinasa, ambas sujetas a modifi- 
caciones postraduccionales. Si el gen que codifica la subunidad al con- 
tiene mutaciones con sentido erróneo por lo cual durante la traducción 
todos los residuos de serinas, treoninas y tirosinas fueron convertidos a 
algún otro aminoácido, ¿cómo podría esto afectar la subunidad sensora 
de calcio de la glucógeno fosforilasa cinasa? La actividad de la glucóge- 
no fosforilasa cinasa en las células tratadas con adrenalina se muestra 
en el siguiente gráfico. 


Actividad de glucógeno 
fosforilasa cinasa 


o Tiempo 


Q 
po 


Dibuje qué actividad se vería así en comparación con las células trata- 
das con adrenalina que expresan la subunidad OL que contiene las muta- 
ciones con sentido erróneo descritas anteriormente. 


3. El CAMP es un segundo mensajero que regula diversas funciones. 
En el lumen intestinal, el CAMP es responsable del mantenimiento del 
equilibrio electrolítico e hídrico. Ciertas toxinas bacterianas, incluyen- 
do la producida por Vibrio cholera, pueden perturbar las concentracio- 
nes de CAMP y llevar a deshidratación mortal. 


a. Dado lo que usted conoce acerca del mecanismo de la toxina de 
Vibrio cholera, marque el siguiente gráfico y muestre la concentración 
de cAMP en (1) células epiteliales intestinales normales tratadas con 
un agonista de GPCR para activar G,. y (2) células tratadas con tóxina 
del cólera estimuladas con el mismo agonista de GPCR. Explique cómo 
llegó a estas conclusiones. 
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Concentraciones cCaAMP 


y Tiempo 


ás altas o más baj 
b. ¿Es de esperar concentraciones de PCA más alt jas en 


. epa 
células tratadas con la toxina del cólera! 
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EXPERIMENTO CLÁSICO 15.1 


La infancia de la transducción de señales: 


estimulación GTP de la síntesis de caAMP 


M. Rodbell y cols., 1971, J. Biol. Chem. 246:1877 


finales de la década de 1960, el estudio 

de la acción de las hormonas había cre- 
cido como consecuencia del descubrimien- 
to de que el adenosina monofosfato cícli- 
co ((CAMP) funcionaba como un segundo 
mensajero, uniendo la activación mediada 
por hormona de un receptor a la respuesta 
celular. Diseñando un sistema experimental 
para investigar la síntesis de CAMP inducida 
por hormona, Martin Rodbel descubrió una 
nueva entidad importante en la señalización 
intracelular: el guanosina trifosfato (GTP). 


Antecedentes 


El descubrimiento del papel del GTP en re- 
gular la transducción de señales comenzó 
con los estudios acerca de cómo el glucagón 
y otras hormonas enviaban señales a lo largo 
de la membrana plasmática que finalmente 
provocaban respuestas celulares. Al princi- 
pio de los trabajos de Rodbell, se sabía que 
la unión del glucagón a un receptor proteico 
específico embebido en la membrana esti- 
mulaba la producción de cAMP. La forma- 
ción de cCAMP a partir de ATP es catalizada 
por una enzima unida a membrana denomi- 
nada adenilciclasa. Se había propuesto que 
la acción del glucagón y de otras hormonas 
estimuladoras del cCAMP se basaba en otros 
componentes moleculares que acoplaban 
la activación del receptor para la produc- 
ción de cAMP. Sin embargo, en estudios 
con membranas celulares aisladas conocidas 
como “fantasmas”, Rodbell y sus colegas no 
lograron proveer más claves acerca de cómo 
la unión del glucagón llevaba a un aumento 
en la producción de caMP. Rodbell comen- 
zÓ una serie de estudios en un nuevo sistema 
desarrollado fuera de la célula, purificado a 
partir de membranas de hígado de rata, que 
retenía la unión a la membrana y las pro- 
teínas asociadas a ésta. Finalmente, dichos 
experimentos condujeron al descubrimien- 
to de que el GTP era requerido para la es- 
timulación de la adenilciclasa a partir del 
glucagón. 


El experimento 


Una de las primeras metas de Rodbell fue 
caracterizar la unión del glucagón a su re- 
ceptor en el sistema sin células de membrana 
de hígado de rata. Primero, las membranas 
purificadas de hígado de rata fueron incu- 
badas con glucagón marcado con el isótopo 
radiactivo del yodo ['*I]. Luego, las mem- 
branas fueron separadas del glucagón ['*I] 
no unido a ellas por centrifugación. Una vez 
que se estableció que el glucagón marcado 
se uniría, en efecto, con las membranas pu- 
rificadas de células de hígado de rata, el estu- 
dio continuó para determinar si esta unión 
conducía directamente a la activación de la 
adenilciclasa y a la producción de cAMP en 
las membranas purificadas de células de hí- 
gado de rata. 

La producción de cCAMP en un sistema 
libre de célula requiere de la adición de ATP, 
el sustrato de la adenilciclasa, Mg?*, y un 
sistema regenerador de ATP que consiste en 
creatina cinasa y fosfocreatina. 

Sorprendentemente, cuando el experi- 
mento de unión de glucagón fue repetido 
en presencia de estos factores adicionales, 
Rodbell observó un 50% de disminución en 
la unión del glucagón. La unión completa 
podía ser restaurada solo cuando se omitía 
el ATP de la reacción. Esta observación ins- 
piró una investigación acerca del efecto de 
los nucleósidos trifosfatos sobre la unión 
del glucagón a su receptor. Demostró que 
a concentraciones relativamente altas (es 
decir, milimolar) no solamente el ATP sino 
también la uridina trifosfato (UTP) y la ci- 
tidina trifosfato (CTP) reducían la unión 
del glucagón marcado. En contraste, la re- 
ducción de la unión del glucagón en pre- 
sencia de GTP ocurrió en concentraciones 
mucho menores (micromolar). Además, se 
encontró que bajas concentraciones de GTP 
estimulaban la disociación del glucagón 
unido al receptor. Tomando todos estos re- 
sultados en conjunto, los estudios sugerían 
que el GTP alteraba al receptor de glucagón 
de modo que disminuía su afinidad por el 


glucagón. Esta reducción de la afinidad afec- 
taba la habilidad del glucagón de unirse al 
receptor y fomentaba la disociación de las 
uniones de glucagón. 

La observación de que el GTP se encon- 
traba involucrado en la acción del gluca- 
gón condujo a una segunda pregunta clave: 
¿puede el GTP ejercer también un efecto 
sobre la adenilciclasa? Responder esta res- 
puesta experimentalmente requería de la 
adicción de ATP, como sustrato para la ade- 
nilciclasa, y GTP, el factor por analizar, a las 
membranas purificadas de hígado de ratas. 
Sin embargo, un estudio previo había mos- 
trado que la concentración de ATP requeri- 
da como sustrato de la adenilciclasa podría 
afectar la unión del glucagón. ¿Podría tam- 
bién estimular a la adenilciclasa? La concen- 
tración de ATP utilizado en el experimento 
no podía ser reducida dado que el ATP se 
encontraba ya hidrolizado por las ATPasas 
presentes en la membrana de hígado de rata. 
Para salir del dilema, Rodbell sustituyó ATP 
con el análogo AMP, 5'adenil imidiodifosfa- 
to (AMP-PNP), que puede ser convertido en 
cAMP por la adenilciclasa, pero es resistente 
a la hidrólisis de las ATPasas de membrana. 
Ahora podía realizarse el experimento crí- 
tico. Las membranas purificadas de hígado 
de rata fueron tratadas con glucagón en pre- 
sencia y en ausencia de GTP, y se midió la 
producción de CAMP a partir de AMP-PNP. 
La adición de GTP claramente estimuló la 
producción de CAMP en comparación con 
el glucagón solo (Fig. 1), lo que indicó que 
el GTP afecta no solo la unión del glucagón 
a su receptor, sino que también estimula la 
activación de la adenilciclasa. 


Análisis 

Dos factores clave condujeron a Rodbell 
y sus colaboradores a detectar el papel del 
GTP en la transducción de señales, mientras 
que estudios previos habían fallado. Prime- 
ro, cambiar de una célula grasa fantasma al 
sistema de membrana de hígado de rata le 
permitió a Rodbell y a sus colegas evitar la 
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FIGURA 1 Efecto del GTP en la producción de cCAMP estimulado 1000 
por glucagón a partir de AMP-PNP purificado de membranas de 

hígado de ratón. En ausencia de GTP el alucagón estimula la forma- 

ción de cAMP dos veces sobre el nivel basal en ausencia de la hormona 

agregada. Cuando se agrega también GTP, la producción de cAMP se 

incrementa hasta 5 veces. (Adaptado de M. Rodbell y cols, 1971, 1 Biol. Chem. 246:1877, 800 


contaminación de su sistema libre de células 
con GTP, un problema asociado al procedi- 
miento del aislamiento de fantasmas. Dicha 
contaminación enmascararía los efectos de 
GTP en la unión del glucagón y la activación 
de la adenilciclasa. Segundo, cuando se mos- 
tró por primera vez que el ATP influenciaba 
la unión del glucagón, Rodbell simplemente 
no aceptó la explicación plausible de que el 
ATP, el sustrato de la adenilciclasa, también 
afectaba la unión del glucagón. En cambio, 
eligió poner a prueba los efectos de la unión 
de otros nucleósidos trifosfatos comunes. 
Luego notó que sabía que las preparaciones 
comerciales de ATP se encontraban muchas 
veces contaminadas con bajas concentracio- 


600 


pmols caAMP 


400 


200 


nes de otros nucleósidos trifosfatos. La posi- 
bilidad de una contaminación le sugirió que 
pequeñas concentraciones de GTP podrían 
ejercer grandes efectos en la unión del glu- 
cagón y la estimulación de la adenilciclasa. 
Esta serie crítica de experimentos esti- 
muló un gran número de estudios en el papel 
de GTP en la acción hormonal, lo que even- 
tualmente condujo al descubrimiento de las 
proteínas G, las proteínas de unión al GTP 
que se unen a ciertos receptores a la adenil- 
ciclasa. Seguidamente, una enorme familia 
de receptores que requieren proteínas G para 
transducción de sus señales fueron identifi- 
cadas en eucariotas, desde la levadura hasta 
seres humanos. Estos receptores acoplados 
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a proteínas G están involucrados en la ac- 
ción de muchas hormonas, como también 
en otras actividades biológicas, incluyendo 
neurotransmisión y respuesta inmunitaria. 
Se sabe que la unión de los ligandos a su re- 
ceptor afín acoplado a proteína G estimula la 
asociación de proteínas G asociadas a unirse 
a GTP. Esta unión causa la transducción de 
señales que luego estimula a la adenilciclasa 
a producir CAMP y también a la desensibili- 
zación del receptor, que después libera el li- 
gando. Ambos efectos fueron observados en 
los experimentos de Rodbell en la acción del 
glucagón. Por estas observaciones pioneras, 
Rodbell recibió el premio Nobel en Fisiolo- 
gía y Medicina en 1994. 


Una tarjeta de San Valentín molecular: un dominio extracelular dimerizado 
del receptor del factor de crecimiento epidérmico (rojo, amarillo y verde) 


unido a dos moléculas de factor de crecimiento epidérmico (magenta). 
(Cortesía de Jiahai Sh1) 


as señales extracelulares pueden tener efectos tanto a corto como 

a largo plazo sobre las células. Los efectos a corto plazo habitual- 

mente son desencadenados por la modificación de proteínas o 
de enzimas existentes, como vimos en el Capítulo 15. Muchas señales 
extracelulares también afectan la expresión génica y así inducen cam- 
bios a largo plazo en la función celular. Los cambios a largo plazo in- 
cluyen alteraciones en la división y la diferenciación celular, tal como 
ocurre durante el desarrollo y la determinación del destino celular. La 
producción corporal de los eritrocitos, los linfocitos y las plaquetas en 
respuesta a las citocinas es un buen ejemplo de cambios inducidos por 
señales en la expresión génica que influyen en la proliferación y la dife- 
renciación celular. Los cambios en la expresión génica también permi- 
ten que las células diferenciadas respondan a su ambiente, cambiando 
su forma, su metabolismo o su movimiento. En las células del sistema 
inmunitario, por ejemplo, varias hormonas activan un tipo de factor 
de transcripción (NF-kB) que finalmente impacta sobre la expresión 
de más de 150 genes implicados en la respuesta inmunitaria a la infec- 
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ción. Dado el extenso papel de la transcripción génica en la mediación 
de aspectos críticos del desarrollo, el metabolismo y el movimiento, 
no resulta sorprendente que las mutaciones en este tipo de vías de se- 
ñalización provoquen muchas enfermedades humanas, incluyendo el 
cáncer, la diabetes y enfermedades inmunitarias. 

La transcripción de genes se ve afectada por la estructura de la 
cromatina, modificaciones epigenéticas en las histonas y otras proteí- 
nas nucleares y el complemento celular de factores de transcripción 
y de otras proteínas (véase el Cap. 7). Estas propiedades determinan 
qué genes de la célula pueden potencialmente transcribirse en cual- 
quier momento dado; pensamos en estas propiedades de las células 
como su “memoria”, determinada por su historia y la respuesta a se- 
ñales previas. Resulta importante que muchos factores de transcrip- 
ción centrales se mantengan en un estado inactivo en el citosol o el 
núcleo y se activen solamente en respuesta a señales externas, lo que 


de este modo induce la expresión de un conjunto de genes que son 
específicos para este tipo celular. 


16.5 Vías de señalización controladas por ubicuitinación: 
Wnt, Hedgehog y NF-kB 752 


16.6 Vías de señalización controladas por la escisión 


proteica: Notch/Delta, SREBP 760 


16.7 Integración de las respuestas celulares a múltiples 


vías de señalización 765 


En este capítulo, exploramos las principales vías de señalización 
que emplean las células para afectar la expresión de los genes. En los 
eucariontes, hay aproximadamente una docena de receptores muy con- 
servados de la superficie celular, y estos activan varios tipos de vías de 
transducción de las señales intracelulares muy conservadas. Muchas de 
estas vías consisten en múltiples proteínas, pequeñas moléculas intra- 
celulares e jones, tales como el Ca*, que, juntos, forman una cascada 
compleja. Dada esta complejidad, la señalización celular puede pare- 
cer un tema abrumador para aprender por primera vez; los múltiples 
nombres y la abreviatura de las moléculas que aparezcan en cada vía 
pueden, de hecho, constituir un desafío. El tema requiere un estudio 
cuidadoso; sin embargo, cuando uno se familiariza con estas vías, com- 
prende en profundidad el modo en que los mecanismos de regulación 
controlan una gran diversidad de procesos biológicos. 

Por simplicidad, las vías de transducción de las señales pueden 
ser agrupadas en varios tipos básicos, de acuerdo con la secuencia de 
eventos intracelulares. En un tipo de vía de transducción de las señales 
muy común (Fig. 16-1a), la unión de ligandos a un receptor desen- 
cadena la activación de una cinasa asociada a este. Esta cinasa puede 
ser una parte intrínseca de la proteína receptora o estar estrechamente 
unida al receptor. Con frecuencia, estas cinasas directamente fosfori- 
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“interruptoras” que se unen al GTP, pales c d e ii hn a, 
Otros receptores, principalmente los siete pecep . k Se expanden 
presentados en el Capítulo 15, activan las pupas dy 6 mayor tamaño 
que se unen a GTP (Fig. 16-1b). Ambos tipos de ae que se unen 
a GTP pueden activar proteínas cinasas qué a su vez 2 an Múltiples 
proteínas diana, que incluyen los factores de transcripci n. Muchas vías 
de transducción de las señales, tales como las activadas por Ras, implican 
a varias cinasas en las cuales una cinasa fosforila y, de este modo, activa 
(u ocasionalmente inhibe) la actividad de otra cinasa. 

En otras vías de señalización adicionales, en las sales la unión de 
un ligando a un receptor desencadena el desensamblaje de Un com- 
plejo multiproteico en el citosol, libera un factor de eos que 
luego se transloca al núcleo (Fig. 16-10). Finalmente, en el último tipo 
común, la escisión proteolítica de un inhibidor o el propio receptor 
libera un factor de transcripción activo, que luego viaja al núcleo (Fig. 
16-1d). Mientras que cada vía de señalización tiene sus propias suti- 
lezas y distinciones, cada una de ellas puede ser agrupada en uno de 
estos tipos básicos. 
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FIGURA 16-1 Varios receptores comunes de la superficie celular y en 
vías de transducción de las señales. (a) Los dominios citosólicos de muchos 
receptores contienen dominios de proteincinasas o están estrechamente aso- 
ciados con una cinasa citosólica; por lo general, las cinasas son activadas por la 
unión de un ligando seguido de la dimerización del receptor. Algunas de estas 
cinasas directamente fosforilan y activan factores de transcripción (MI) u otras 
proteínas de señalización Muchos de estos receptores también activan peque- 
ñas proteínas “interruptores” que unen GTFP, tales como la Ras (Ed). Muchas vías 
de transducción de las señales, como aquellas activadas por la Ras, involucran 
a varias cinasas en las cuales una fosforila y de este modo activa (u ocasional- 
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ys vias que analizaremos en este capítulo se han conservado du- 
ante la evolución y Operan casi del mismo modo en las moscas, los 
1 


usanos y los seres humanos. La homología básica que se exhibe entre 
£ Mi E. 


las proteinas en estas vías le permitió a los investigadores estudiarlas 
en una variedad de sistemas experimentales. Por ejemplo, la proteína 
de señalización secretada Hedgehog (Hh) y su receptor se identifica- 
ron inicialmente en los mutantes de Drosophila. Con posterioridad, se 
donaron homólogos de estas proteínas en seres humanos y ratones, y 
mostraron participar en un número de eventos de señalización impor- 
tantes durante la diferenciación y dieron como resultado el descubri- 
miento de que la activación anormal de las vías de Hh aparece en varios 
tumores humanos. Estos descubrimientos ilustran la importancia de 
estudiar las vías de señalización tanto genética (en moscas, ratones, gu- 
sanos, levaduras y otros organismos) como bioquímicamente. 

Ninguna vía de señalización actúa de modo aislado. Muchas células 
responden a múltiples tipos de hormonas y otras moléculas de señali- 
zación; algunas células de mamífero expresan — 100 tipos diferentes de 
receptores de la superficie celular, cada uno de los cuales se une a un li- 
gando distinto. Dado que muchos genes están regulados por múltiples 
factores de transcripción que a su vez se activan o están reprimidos por 
diferentes vías de señalización intracelulares, la expresión de cualquiera 
de estos genes puede estar regulada por múltiples señales extracelula- 
res. En especial durante etapas tempranas del desarrollo, esta “conver- 
sación cruzada” entre las vías de señalización y las alteraciones secuen- 
ciales resultantes en el patrón de expresión génica finalmente pueden 
ser tan extensas que la célula adquiere un destino de desarrollo distinto. 
En este capítulo, veremos de qué manera múltiples vías de señaliza- 
ción interactúan para regular aspectos cruciales del metabolismo, tales 
como el nivel de glucosa en sangre y la formación de células adiposas. 


16.1 Receptores que activan las tirosincinasas 
proteicas 


Comenzamos con un análisis de las dos grandes clases de receptores 
que activan las tirosincinasas proteicas. Las tirosincinasas proteicas, de 
las cuales hay aproximadamente 90 en el genoma humano, fosforilan 
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Figura 16-2 Panorama general de las vías de transducción de las 
señales desencadenadas por receptores que activan tirosincinasas 
Proteicas. Ambos, los RTK y los receptores de citocinas, activan múltiples vías 
de transducción de las señales que por último regulan la transcripción de los 
Senes. (a) En la vía más directa, empleada principalmente por los receptores 
de las Citocinas, un factor de transcripción STAT se une al receptor activado, 

se fosforila, se mueve al núcleo y activa directamente la transcripción (véase 


—> Aumento de Ca?+ 


residuos específicos de tirosina en las proteínas diana, por lo general en 
el contexto de una secuencia lineal específica de aminoácidos en la cual 
está inserta la tirosina. Luego, las proteínas diana fosforiladas pueden 
activar una o más vías de señalización. Esas vías son valiosas porque 
regulan la mayoría de los aspectos de la proliferación, la diferenciación, 
la supervivencia y el metabolismo celular. 

Hay dos amplias categorías de receptores que activan las tirosinci- 
nasas: (1) aquellas en las cuales la enzima tirosincinasa es parte intrín- 
seca de la cadena polipeptídica del receptor (codificada por el mismo 
gen), llamados receptores tirosincinasa (RTK), y (2) aquellos, como 
los receptores de citocinas, en los cuales el receptor y la cinasa son co- 
dificados por genes diferentes, si bien unidos fuertemente entre sí. Para 
los receptores de citocinas, la cinasa fuertemente unida se conoce como 
JAK cinasa. Ambas clases de receptores activan vías de transducción de 
la señal intracelulares semejantes y, por lo tanto, los consideraremos 
juntos en esta sección (Fig. 16-2). 

Exploraremos cada una de estas importantes vías en las secciones 
siguientes de este capítulo. En esta sección, nos fijaremos en los re- 
ceptores en sí, y mostraremos de qué manera la unión de los ligandos 
lleva a la activación de la cinasa. Comenzaremos con los RTK y luego 
nos centraremos en los receptores de citosina. Después de analizar 
de qué manera ambos tipos de receptores son activados, explorare- 
mos parte de las moléculas corriente abajo que están vinculadas en 
la activación. En la última parte de la sección, analizaremos cómo 


la señalización derivada de los RTK y los receptores de citosina se 
reprimen. 


Numerosos factores que regulan la división celular 


y el metabolismo son ligandos para los receptores 
tirosincinasas 


Las moléculas de señalización que activan los RTK son péptidos so- 
lubles o unidos a membrana u hormonas proteicas, incluyendo mu- 
chas que inicialmente identificamos como factores de crecimiento para 
tipos celulares específicos. Estos ligandos de RTK incluyen muchos, 
como el factor de crecimiento neural (NGF), el factor de crecimiento 
derivado de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento de los fibro- 
blastos (FGF) y el factor de crecimiento epidérmico (EGP), que esti- 
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la Sección 16.1). (b) La unión de un tipo de proteína adaptadora (GRB2 o Shc) 
a un receptor activado conduce a la activación de la vía de la Ras/cinasa MAP 
(véase la Sección 16.2). (c, d) Dos vías de fosfoinosítidos son desencadenadas 
por el reclutamiento de la fosfolipasa Cy la cimasa PI-3 a la membrana (véase 
la Sección 16.3), Los niveles elevados de Ca”* y de proteincinasa B activada 
modulan la actividad de los factores de transcripción como así de las proteínas 
citosólicas implicadas en las vías metabólicas o el movimiento o forma celular. 
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mulan la proliferación y la diferenciación de tipos celulares específicos. 
Otros, como la insulina, regulan la expresión de múltiples genes que 
controlan el metabolismo de azúcares y lípidos en el hígado, el mús- 
culo y las células adiposas (grasas). Muchos RTK y sus ligandos fueron 
identificados en estudios de cánceres humanos asociados con formas 
mutantes de receptores de factores de crecimiento que estimulan la 
proliferación aun en ausencia del factor de crecimiento. La mutación 
“engaña” al receptor para que se comporte como si el ligando estuviese 
presente en todas las ocasiones y, de este modo, el receptor se encuentra 
constantemente en estado activo (activo constitutivamente). Otros RTK 
han sido descubiertos durante el análisis de mutaciones del desarrollo 
que conducen a bloqueos en la diferenciación de ciertos tipos de C. 
elegans, Drosophila y ratones. 


La unión del ligando promueve la dimerización 
de un RTK y conduce a la activación de su cinasa 
intrínseca 


Todos los RTK tienen tres componentes esenciales: un dominio ex- 
tracelular que contiene un sitio de unión al ligando, una hélice ar hi- 
drofóbica única que atraviesa la membrana y un segmento citosólico 
que incluye un dominio con actividad de tirosincinasa proteica (Fig. 
16-3). La mayoría de los RTK son monoméricos, y un ligando que 
se une al dominio extracelular induce la formación de dímeros del 
receptor. La formación de dímeros funcionales es un paso necesario 
para la activación de todos los RTK. Llamamos a este proceso de dos 
(o más) receptores que se unen “activación por oligomerización del 
receptor”. Como veremos, esta oligomerización de los receptores de 
la superficie celular es un mecanismo común para la activación de 
múltiples tipos de receptores. 
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FIGURA 16-3 Estructura general y activación de los receptores 
tirosincinasas (RTK). El dominio citosólico de los RTK contiene un sitio 
catalítico intrínseco de la proteintirosincinasa. En ausencia de ligando (MI, los 
RTK en general existen como monómeros con cinasas de baja actividad. La 
unión de los ligandos provoca un cambio de conformación que promueve 
la formación de un receptor dimérico funcional, que une dos cinasas de baja 
actividad y entonces se fosforilan entre sí en un residuo de tirosina en el 
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Dimerización y 
fosforilación del labio de 
activación de las tirosinas 


La activación de los RTK puede ser resumida del siguiente Modo; 
(sin ligando unido), la actividad de 
cinasa intrínseca de un RTK es muy baja (véase la -8> 16-3, paso 
Al igual que la mayoría de otras cinasas, los RTK contienen un domi- 
nio flexible denominado el labio de activación. En estado de rEpoRD, el 
labio de activación no está fosforilado y asume una conformación que 
bloquea la actividad de cinasa. En algunos receptores (p. ej., el recep- 
tor de insulina), evita la unión del ATP. En otros (p. ej., el receptor de 
FGE) evita la unión al sustrato. La unión al ligando causa Mn cambio de 
conformación que promueve la dimerización de los dominios extrace- 
lulares de los RTK, lo cual hace que sus segmentos transmembrana (y, 
por lo tanto, sus dominios citosólicos) se acerquen. ERtO Bees, la cinasa 
de una subunidad fosforila un residuo de tirosina particular en el labio 
de activación de la otra subunidad (Fig. 16-3, paso EJ). Esta fosforila- 
ción lleva a un cambio de conformación en el labio de activación que 
desbloquea, y de este modo activa, la actividad de la cinasa mediante la 
reducción K_ para que el ATP o el sustrato se fosforilen. La actividad 
de cinasa aumentada resultante puede entonces fosforilar residuos de 
tirosina adicionales en el dominio citosólico del receptor (Fig. 16-3, 
paso EJ), como así también fosforilar otras proteínas diana, lo que lleva 
a la señalización intracelular. 

Aunque la dimerización es un paso necesario en la activación de 
todos los RTK, pueden formarse dímeros funcionales de muchos mo- 
dos. Por ejemplo, la unión de un EGF a su RTK desencadena un cambio 
de conformación en el dominio extracelular del receptor de modo que 
“pinza” el ligando. Esta acción empuja un bucle localizado entre los dos 
dominios de unión al EGF, y las interacciones entre los dos segmentos 
extendidos (“activados”) de los bucles permiten la formación de un dí- 
mero funcional del receptor (Fig. 16-4). En otros casos, como el del re- 
ceptor del factor de crecimiento de los fibroblastos (FGF), cada uno de 
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FIGURA 16-4 Dimerización inducida por ligando del HER1, un receptor 
humano para el factor de crecimiento epidérmico (EGF). (a) Dibujo es- 
quemático de los dominios extracelular y transmembrana del HER1, que es un 
receptor tirosincinasa. Al unir una molécula de EGF a un receptor monomérico, 
se provoca una alteración en la estructura de un bucle entre los dos dominios 
de unión al EGF. La dimerización de los dos monómeros de receptor unidos al 
ligando idénticos en el plano de la membrana ocurre primariamente a través 
de las interacciones entre los dos segmentos del bucle”activados” (b) Estructu- 
ra de la proteína HER1 dimérica unida a Un factor de crecimiento transformante 
a (TGF-0), un miembro de la familia EGF. Los dominios extracelulares del recep- 
tor se muestran en azul: el dominio que atraviesa la membrana se muestra en 
rojo como una hélice alfa, pero su estructura no se Conoce en detalle. Las dos 
moléculas TGF-a1 más pequeñas están coloreadas en verde. Nótese la interac- 
ción entre los segmentos bucles “activados” en los dos monómeros receptores. 
(Parte [a] adaptada de J Schlesinger, 2002, Cell 110.669; parte [b] tomada de Y. Garret y cols, 2002, Cell 
110763) 


los dos ligandos se une simultáneamente a los dominios extracelulares 
de las dos subunidades del receptor. El FGF también se une estrecha- 
mente al heparán sulfato, un componente polisacárido con carga nega- 
tiva de algunas proteínas de la superficie celular y de la matriz extrace- 
lular (véase el Cap. 20); esta asociación incrementa la unión al ligando 
y la formación de un complejo dimérico receptor-ligando (Fig. 16-5). 
La participación del heparán sulfato es esencial para la activación efi- 
ciente del receptor. Los ligandos para algunos RTK son diméricos y su 
unión reúne dos monómeros del receptor en forma directa. Otros RTK, 
como el receptor de insulina, forman dímeros unidos por disulfuros 
aun en ausencia de la hormona; la unión del ligando a este tipo de RTK 
altera su conformación de modo tal que la cinasa del receptor se activa. 
Este último ejemplo destaca que simplemente tener dos monómeros 
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FIGURA16-5 Estructura del receptor del factor de crecimiento de los 
fibroblastos (FGF), estabilizado por el heparán sulfato. Se muestran 
aquí las vistas lateral y desde arriba del complejo que comprende los do- 
minios extracelulares de dos monómeros de receptores de FGF (FGFR) (en 
verde y azul), dos moléculas de FGF unidas (blanco) y dos cadenas de hepa- 
rán sulfato cortas (púrpura), que se unen estrechamente al FGF. (a) En la vista 
lateral, el dominio superior de un monómero receptor (azul) se ve ubicada 
detrás del otro (verde); el plano de la membrana plasmática se encuentra 

en la parte inferior. Un pequeño segmento del dominio extracelular cuya 
estructura no se conoce se conecta al segmento helicoidal a que se extiende 
en la membrana de cada uno de los dos receptores monoméricos (que no se 
muestra) que sobresalen hacia abajo en la membrana. (b) En la vista superior, 
las cadenas de heparán sulfato se ven entrelazándose y formando numerosos 
contactos con los dominios superiores de ambos monómeros del receptor. 
Estas interacciones promueven la unión del ligando al receptor y la dimeriza- 
ción de este. (Adaptado de J Schlesinger y cols. 2000, Mol Cell 6 743) 
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FIGURA 16-6 Activación del receptor de EGF por unión del EGF 

que resulta en la formación de un dímero de un dominio de cinasa 
asimétrico. En el estado monomérico inactivo (EI), el segmento no 
estructurado del dominio yuxtamembrana (JM-B; en verde) se une al 

lóbulo superior, o N, del dominio de la cinasa, lo que provoca un cambio de 
conformación que ubica el labio de activación en el sitio activo de la cinasa e 
inhibe de este modo la activación de la enzima. La dimerización del receptor 


de receptor en contacto cercano no resulta suficiente para su activación 
(debe haber cambios conformacionales adecuados que acompañen la 
dimerización del receptor para conducir a la activación de la tirosinci- 
nasa). Una vez que un RTK está fijado en un estado dimérico funcional, 
su tirosincinasa asociada se activa. 

Solo para los miembros de la familia de los receptores EGF se 

comprende la forma exacta en que la dimerización conduce a la acti- 
vación de la cinasa, y esto fue descubierto mediante estudios estruc- 
turales de los dominios citosólicos del receptor en los estados activo 
e inactivo. Los dominios de la cinasa se separan del segmento trans- 
membrana por un segmento denominado yuxtamembrana, cuyas 
dos partes se ven coloreadas en rojo y verde en la Figura 16-6. En 
estado inactivo, monomérico, una parte del segmento yuxtamembra- 
na se une al lóbulo superior, o N, del dominio de cinasa adyacente 
de la misma molécula. Esto provoca un cambio de conformación tal 
que el labio de activación está localizado en el sitio activo de la cinasa 
y bloquea su actividad. De este modo, las cinasas se mantienen en 
estado “apagado” (Fig. 16-6, paso EZ). La dimerización del receptor 
genera un dímero de cinasa asimétrico (Fig. 16-6, paso Ed) tal que un 
dominio de la cinasa (denominado el activador) se une al segmento 
yuxtamembrana del segundo dominio de la membrana (el receptor). 
Esto cambia la conformación del lóbulo N del receptor y provoca así 
que el labio de activación se mueva hacia afuera del sitio activo de 
la cinasa y permite que esta funcione (paso El). En un sentido, un 
RTK puede pensarse como una enzima alostérica cuyo sitio activo se 
encuentra dentro de la célula y cuyo efector alostérico (el ligando) se 
une a un sitio regulador extracelular de la enzima. La evolución ha 
producido muchas variaciones del tema de este simple mecanismo 
ligando-RTK, como está ejemplificado por las familias de ligandos 
EFG y sus receptores, que se analizan más adelante. 


CAPÍTULO 16 + Vías de señalización que controlan la expresión génica 


726 
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genera un dímero de cinasa asimétrico (EJ) de modo tal que el activador de 
cinasa se una al segmento yuxtamembrana del receptor de cinasa, lo Cual 
provoca un cambio de conformación que elimina el labio de activación del 
sitio de la cinasa en la cinasa receptora y activa su actividad enzimática. (EJ) La 
cinasa activa fosforila entonces los residuos de tirosina (círculos amarillos) en 
los segmentos C-terminales del dominio citosólico del receptor. (Tomado de N Jura 
y cols. 2009, Cell 137:1293) 


Los homo-oligómeros y hetero-oligómeros de los 
receptores del factor de crecimiento epidérmico 
unen miembros de la superfamilia del factor de 
crecimiento epidérmico 


Cuatro receptores tirosincinasa (RTK) participan en la señalización 
de los numerosos miembros de la familia de moléculas de señaliza- 
ción del factor de crecimiento epidérmico (EGF). En los seres hu- 
manos, los cuatro miembros de la familia HER (human epidermal 
growth factor receptor) se denotan como HER, 2, 3 y 4. HER] une 
directamente tres miembros de la familia de los EGF: EGF, el EGF 
que une heparina (HB-EGE,) y el factor de crecimiento alfa derivado 
de los tumores (TGF-«). La unión de cualquiera de estos ligandos al 
dominio de un monómero HER1 lleva a la homodimerización del 
dominio extracelular de HER1 (Fig. 16-7), 

Otros dos miembros de la familia de EGE, las neurregulinas 1 y 
2 (NRG1 y NRG2), se unen tanto a HER3 como a HER4; HB-EGE se 


une también a HER4. Es importante destacar que HER2 no se une 


directamente a un ligando, sino que existe en la membrana en una 


conformación preactivada con un segmento en bucle que sobresale 
hacia el exterior y los dominios que unen ligandos cercanos (Fig. 16- 
74). Sin embargo, HER2 no puede formar homodímeros. Solo puede 


señalizar formando heterocomplejos al unirse a los ligandos HER], 
HER3 o HERA. De este modo, facilita | 


: e a señalización mediante los 
miembros de la familia EGF (Fig. 


pe 16-7b); un aumento de HER2 en la 
superficie celular vuelve a la célula más sensible a la señalización po! 


muchos miembros de la familia EGF porque la tasa a la cual los hete- 
rodímeros de señalización se forman después de la unión del ligando 
se verá incrementada. Aun cuando HER3 carece de un dominio de 
cinasa funcional, puede participar en la señalización; después de unir 
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FIGURA 16-7 La familia HER de receptores y sus ligandos. | 0: :1** 
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un ligando, se dimeriza con HER2 y se fosforila por la cinasa HER2. 
Esto activa vías de transducción de las señales corriente abajo como 
se indica más adelante. 


Mi La comprensión de los HER ha ayudado a explicar por que uña 
forma particular de cáncer de mama es tan peligrosa y ha con 
ducido a una importante quimioterapia. El cáncer de mama puede 
implicar el crecimiento anormal de células epiteliales de la mama. Las 
células epiteliales normales expresan una pequeña cantidad de la cipal 
teína HER2 sobre sus membranas plasmáticas en un patrón específ- 
co del tejido y no crecen inapropiadamente. En las células tumorales, 
con frecuencia errores en la replicación del DNA resultan en la del 
Mación de múltiples copias de un gen dado en un cromosoma único, 
una alteración conocida como amplificación génica (véase el Cap. 
24). La amplificación del gen HER2 ocurre en aproximadamente el 
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25% de los cánceres de mama, lo cual da como resultado la sobreex- 


presión de la proteina HER2 en las células tumorales. Las pacientes 
con cáncer de mama con sobreexpresion de HER2 tienen el peor 
pronóstico, incluyendo una supervivencia acortada con relación a las 
pacientes sin esta anomalia. Como enfatiza la Figura 167, la sobreex- 
lulas tumorales sean sensibles a la 
estimulación del crecimiento por bajos niveles de 


presión de HER2 hace que las cé 
cualquier miembro 
de la familia de factores de crecimiento EGF, niveles que no estimu- 
larían la proliferación de las células con niveles normales de HER2. El 
descubrimiento del papel de la sobreexpresión de HER2 en ciertos 
cánceres de mama condujo a los investigadores a desarrollar anticuerpos 
monoclonales especificos para la proteína HER2. Estos han probado 
ser terapias efectivas para aquellos pacientes con cánceres de mama 
en las cuales está sobreexpresado el HER2, y esto ha reducido la re- 
currencia en dichos pacientes en aproximadamente un 50%. 
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FIGURA 16-7 La familia HER de receptores y sus ligandos. Los seres 
humanos expresan cuatro receptores tirosincinasas (HER1, 2, 3 y 4) que unen 
el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y otros miembros de la familia 

del EGF. (a) Como se muestra, las proteínas HER unen de modo diferencial 
EGF, EGF que une heparina (HB-EGF), factor de crecimiento alfa derivado de 
los tumores (TGF-a) y neurregulinas 1 y 2 (NRG1 y NRG2). Nótese que HER2, 
que no une directamente un ligando, existe en la membrana plasmática de 
superficie en estado preactivado, según indica una horquilla roja. (b) El HER1 


un ligando, se dimeriza con HER2 y se fosforila por la cinasa HER2. 
Esto activa vías de transducción de las señales corriente abajo como 


se indica más adelante. 


La comprensión de los HER ha ayudado a explicar por qué una 
e cáncer de mama es tan peligrosa y ha con- 


forma particular d 
El cáncer de mama puede 


ducido a una importante quimioterapia. 
implicar el crecimiento anormal de células epiteliales de la mama. Las 
células epiteliales normales expresan una pequeña cantidad de la pro- 
teína HER2 sobre sus membranas plasmáticas en un patrón específi- 
co del tejido y no crecen inapropiadamente. En las células tumorales, 
con frecuencia errores en la replicación del DNA resultan en la for- 
mación de múltiples copias de un gen dado en un cromosoma único, 
una alteración conocida como amplificación génica (véase el Cap. 
24). La amplificación del gen HER2 ocurre en aproximadamente el 
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unido al ligando puede formar homodímeros activados unidos entre sí por 
segmentos del bucle (horquillas rojas), según se detalla en la Figura 16-4. 

Her2 forma heterodímeros con HER1, HER3 y HER4 unidos al ligando y facilita 

la señalización por todos los miembros de la familia de EGF. HER3 tiene un 
dominio de cinasa con actividad muy escasa y puede señalizar tan solo cuando 
forma complejos con HER2. (Tomado de N E. Hynes y H A. Lane, 2005, Nature Rev. Cancer 5:341 
[errata en Nature Rev Cancer 5:580] y A. B. Singh y R.C. Harris, 2005, Cell Signal 17[0ct.J:1183.) 


25% de los cánceres de mama, lo cual da como resultado la sobreex- 
presión de la proteína HER2 en las células tumorales. Las pacientes 
con cáncer de mama con sobreexpresión de HER2 tienen el peor 
pronóstico, incluyendo una supervivencia acortada con relación a las 
pacientes sin esta anomalía. Como enfatiza la Figura 16-7, la sobreex- 
presión de HER2 hace que las células tumorales sean sensibles a la 
estimulación del crecimiento por bajos niveles de cualquier miembro 
de la familia de factores de crecimiento EGF, niveles que no estimu- 
larían la proliferación de las células con niveles normales de HER2. El 
descubrimiento del papel de la sobreexpresión de HER2 en ciertos 
cánceres de mama condujo a los investigadores a desarrollar anticuerpos 
monoclonales específicos para la proteína HER2. Estos han probado 
ser terapias efectivas para aquellos pacientes con cánceres de mama 
en las cuales está sobreexpresado el HER2, y esto ha reducido la re- 
currencia en dichos pacientes en aproximadamente un 50%. 
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Eritropoyetina 


Sitio 2 


EpoR 
(monómero) 


Superficie de la membrana 


citosólico de todos los receptores de citocina (Fig. 16-10). Los cuatro 
miembros de la familia JAK de las cinasas contienen un dominio N- 
terminal que se une al receptor, un dominio de cinasa C-terminal, que 
normalmente es poco activo desde el punto de vista catalítico, y un 
dominio medio que regula la actividad de cinasa por un mecanismo 
desconocido. (Las JAK se llaman de este modo porque, cuando fueron 
clonadas y caracterizadas, su función se desconocía, y se llamaron así 
por su denominación en inglés just another kinase, lo que en español 
significa “simplemente otra cinasa”). Como ocurre con los RTK, esta 
cinasa se activa después de la unión al ligando y la dimerización del 
receptor (Fig. 16-10, paso EB). 
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de unión 
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FIGURA 16-10 Estructura general y activación de los receptores de j 
Citocinas. El dominio citosólico de los receptores de las Citocinas Se UNE sm 
forma estrecha e irreversible a una tirosincinasa proteica/JAK. En a 
igando (MI, los receptores forman un homodímero, pero las. cinasas a 
$Scasa actividad. La unión de los ligandos provoca un cambio de conto 


Dimerización y fosforilación 
de las tirosinas del labio 
de activación 


FIGURA 16-9 Estructura de la eritropoyetina unida a un receptor 
de eritropoyetina. La eritropoyetina (Epo) contiene cuatro hélices q. 
largas, conservadas, plegadas en una disposición particular. El receptor de 
eritropoyetina activado (EpoR) es un dimero de subunidades idénticas; el 
dominio extracelular de cada monómero está construido por dos subdominios, 
cada uno de los cuales contiene siete hebras B conservadas, plegadas de 

un modo característico. Las cadenas laterales de los residuos en dos de las 
hélices a. de la Epo, llamadas sitio 1, contactan bucles en un monómero de 
EpoR, mientras que los residuos en las otras dos hélices ar Epo, sitio 2, se 

unen a los mismos segmentos del bucle en un segundo monómero receptor, 
y así estabilizan al receptor dimérico en una conformación específica. Las 
estructuras de otras citocinas y sus receptores son similares a la Epo y a la EpoR. 
(Cortesía de Lucy Zhang, adaptado de R. S. Syed y cols, 1998, Nature 395:511, y L Zhang y cols. 2009, Mol 
Cell 33 266-274) 


Como resultado de la dimerización del receptor, las JAK asociadas 
se acercan lo suficiente, de modo tal que una puede fosforilar a la otra 
en un labio de activación de tirosina crítico (Fig. 16-10, paso BB). Como 
ocurre con muchas otras cinasas, la fosforilación del labio de activación 
conduce a un cambio de conformación que incrementa la afinidad por 
el ATP del sustrato que será fosforilado, lo que incrementa así la acti- 
vidad de la cinasa (Fig. 16-10, paso EJ). Parte de la evidencia de este 
mecanismo de activación proviene del estudio de un mutante JAK2 en 
la cual la tirosina crítica es mutada a fenilanalina. El mutante JAK2 se 
une normalmente a EpoR, pero no puede ser fosforilada y es catalíti- 
camente inactiva. En las células eritroides, la expresión de este mutante 
JAK2 en cantidades mayores que las normales bloquea por completo 
la señalización EpoR porque el mutante JAK2 se une a la mayoría de 
los receptores de citocina, evitando la unión y el funcionamiento de la 
proteína JAK2 de tipo silvestre. Este tipo de mutación, conocida como 
dominante-negativa, causa la pérdida de la función aún en las células 
que llevan copias del gen silvestre, porque la proteína mutante evita que 
la proteína normal funcione (véase el Cap. 5). 


Ligando unido 


Fosforilación de 
residuos de tirosina 
adicionales 


que mantiene juntos a los dominios de la cinasa JAK asociados, que entonces 
se fosforilan entre sí sobre un residuo de tirosina en el labio de activación (Ed) 
Procede asi la señalización corriente abajo (EJ) de forma similar a lo que ocurre 
con los receptores de tirosincinasas 
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Los residuos de fosfotirosina son superficies de 
unión para proteínas múltiples con dominios 
conservados 


Una vez que las cinasas RTK o las cinasas JAK se han activado, fosfori- 
lan en primer lugar varios residuos de tirosina en el dominio citosóli- 
co del receptor (véanse las Figs. 16-3 y 16-10). Varios de estos residuos 
de fosfotirosina sirven luego como sitios de unión para las proteínas 
que han conservado los dominios de unión a la fosfotirosina. Uno de 
estos dominios de unión a la fosfotirosina se denomina dominio SH2. 
El dominio SH2 deriva su nombre completo, dominio de homología 
Src, de su homología con una región de tirosincinasa citosólica Sre 
prototípica codificada por el gen src. (Src es un acrónimo por sarco- 
ma, y una forma mutante del gen celular src, encontrado en gallinas 
con sarcomas, como se detalla en el Cap. 24.) Las estructuras tridi- 
mensionales de los dominios SH2 en diferentes proteínas son muy 
similares, pero cada una se une a una secuencia distinta de aminoá- 
cidos que rodean el residuo de fosfotirosina. La secuencia única de 
aminoácidos de cada dominio SH2 determina los residuos específicos 
de fosfotirosina a los cuales se une (Fig. 16-11). Las variaciones del 
enchufe hidrofóbico en los dominios SH2 de diferentes proteínas de 
transducción de la señal le permite unirse a fosfotirosinas adyacentes 
a distintas secuencias, lo que da cuenta de diferencias en sus socios 
de unión. El dominio SH2 de la tirosincinasa Src, por ejemplo, se une 
fuertemente a cualquier péptido que contenga una secuencia núcleo 
crítica de cuatro residuos: fosfotirosina-ácido glutámico-ácido glutá- 
mico-isoleucina (Fig. 16-11). Estos cuatro aminoácidos hacen íntimo 
contacto con el sitio de unión a los péptidos en el dominio Src SH2. 
La unión se asemeja a la inserción de un “enchufe” de dos ranuras 


Vista superior 


Dominio SH2 


FIGURA 16-11 Modelo de superficie para un dominio SH2 unido a un 
péptido que contiene fosfotirosina. El péptido unido por este dominio 
SH2 de la tirosina cinasa Src (esqueleto azul con átomos de oxígeno rojos) 

se muestra en forma de palillos. El dominio SH2 se une fuertemente a 

los péptidos short-target que contienen una secuencia central de cuatro 
residuos: fosfotirosina (TyrO y OPO, )-ácido glutámico (Glu1)- ácido glutámico 
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(las cadenas laterales de fosfotirosina e isoleucina del péptido) en Una 
“clavija” de dos patas en el dominio SH2. Los dos ácidos glutámicos de 
insertan ajustadamente en la superficie del dominio SH2 entre el en. 
chufe de fosfotirosina y el enchufe hidrofóbico que acepta el residuo 
de isoleucina. Esta especificidad desempeña un papel importante en 
la determinación de qué proteínas de transducción de la señal se unen 
a qué receptores y qué vías se activan de este modo. 

Hay otros dominios de proteínas pequeñas, además de SsH2, que pue- 
den reconocer y unirse a los péptidos que eonfsnen fosfotirosina. Un 
dominio de este tipo se llama dominio PTB (de unión a fosfotirosina). 
Con frecuencia, los dominios PTB se encuentran en las llamadas pro- 
teínas multianclaje, que sirven como sitios de fijación para otras pro- 
teínas de transducción de las señales. Por ejemplo, cuando varios RTk 
(p. ej., el receptor de insulina) y los receptores de citocinas (p. ej., el re- 
ceptor de IL-4) son activados y fosforilados por tirosina, unen una pro- 
teína de multianclaje llamada IRS-1 (descubierta porque es un sustrato 
del receptor de la insulina) (Fig. 16-12). El receptor activado fosforila 
entonces a la proteína de anclaje unida y forma muchas fosfotirosinas 
que a su vez sirven como sitios de anclaje para proteínas de señaliza- 
ción que contienen SH2. Al mismo tiempo, algunas de estas proteínas 
pueden también ser fosforiladas por el receptor activado y, así, estas 
proteínas de multianclaje expanden el número de vías de señalización 
intracelular que pueden ser activadas por el receptor. 


Dominios SH2 en acción: las cinasas JAK activan 
factores de transcripción STAT 


Para ilustrar de qué modo la unión de los dominios SH2 a residuos 
de fosfotirosina específicos induce vías de señalización específicas, aquí 
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FIGURA 16-12 Reclutamiento de proteínas de transducción de la 
señal intracelular a la membrana celular por la unión de residuos 
de fosfotirosina de los receptores o de proteínas asociadas a los 
receptores. Las proteínas citosólicas con dominios SH2 (púrpura) o PTB 
(morado) pueden unirse a residuos de fosfotirosina específicos en los RTK 
activados (que se muestran aquí) o a los receptores de citocinas. En algunos 
casos, estas proteínas de transducción de la señal se fosforilan entonces 
por tirosincinasas proteicas intrínsecas o asociadas a los receptores, lo cual 
incrementa su actividad. Ciertos RTK y receptores de citocina emplean 
proteínas de múltiple anclaje como las IRS-1 para aumentar el número de 
proteínas de señalización que son reclutadas y activadas. La fosforilación 
ulterior de una IRS-1 unida al receptor por la cinasa receptora crea sitios de 
anclaje adicionales para las proteínas de señalización que contienen SH2. 


analizaremos mecanismos directos por los cuales las cinasas JAK y al- 
gunos RTK activan de modo directo miembros de los factores de trans- 
cripción de la familia STAT. Todas las proteínas STAT contienen un 
dominio de unión N-terminal al DNA, un dominio SH2 que une una o 
más fosfotirosinas específicas en un dominio citosólico del receptor de 
citocina y un dominio C-terminal con un dominio de tirosina crítico. 
Una vez que una STAT monomérica se ha unido al receptor a través de 
su dominio SH2, la tirosina C-terminal es fosforilada por una cinasa 
asociada a JAK (Fig. 16-13a). Esta conformación asegura que, en una 
célula en particular, solo aquellas proteínas STAT con un dominio SH2 
que pueda unirse a una proteína receptora particular se activarán y solo 
Cuando ese receptor esté activado. Por ejemplo, el receptor de eritro- 
Poyetina activa STATS, pero no los STAT1, 2, 3 0 4; estos san activados 
Por otros receptores. Un STAT fosforilado se disocia espontáneamente 
s STAT fosforiladas forman un dímero en 
el cual el dominio SH2 de cada uno se une a la fosfotirosina del otro. 
Dado que la dimerización implica cambios de conformación que expo- 
nen la señal de localización nuclear (SLN), los dímeros STAT se mue- 
ven al núcleo, donde se unen a potenciadores ( secuencias reguladoras 
del DNA) específicos que controlan genes diana (Fig. 16-13b) y, así, 
alteran la expresión génica. 

Un STAT dado puede activar diferentes genes 
las dependiendo de la “memoria celular”, analiza 
ción del capítulo. Dado que distintos tipos de genes tienen compo- 
Mentes únicos de factores de transcripción y modificaciones epigené- 


del receptor, y dos proteína 


en diferentes célu- 
da en la introduc- 


ticas únicas en su cromatina, los genes que están disponibles para ser 
activados por cualquier STAT también son diferentes. Por ejemplo, 
en las células de las glándulas mamarias, STATS, el mismo STAT ac- 
tivado por el receptor Epo de las células eritroides, se activa después 
de la unión de la prolactina al receptor de prolactina e induce la 
transcripción de los genes que codifican ciertas proteínas de la leche. 
Por el contrario, cuando STATS se activa en las células progenitoras 
eritroides luego de unir Epo por el receptor de Epo, induce la trans- 
cripción del gen Bcl-X, . El Bcl-X, evita la muerte celular programa- 
da, o apoptosis, de estos progenitores, permitiéndoles proliferar y 
diferenciarse a eritrocitos. Aquí tenemos un caso de diferentes recep- 
tores de citocina en diferentes células que activan la misma molécula 
de señalización intermediaria, STAT5, aunque conducen a la activa- 
ción de genes distintos. La diversidad combinatoria permite que un 
número relativamente limitado de vías de señalización controle un 
amplio grupo de actividades celulares. 


Múltiples mecanismos reprimen la señalización 
de los RTK y los receptores de citocinas 


En el capítulo anterior vimos varios modos en los cuales la señalización 
de los receptores acoplados a la proteína G se termina. Por ejemplo, la 
fosforilación de los receptores y las proteínas de señalización corriente 
abajo suprime la señalización y esta supresión puede ser revertida por 
la acción controlada de las fosfatasas. Aquí analizamos varios mecanis- 
mos por los cuales está regulada la señalización de los receptores de las 
citocinas y los RTK. 


Endocitosis mediada por receptores Con frecuencia, el trata- 
miento prolongado de las células con ligandos reduce el número de 
receptores disponibles en la superficie celular, de modo tal que las 
células tienen una respuesta menos intensa a la exposición de una 
concentración dada de ligando de la que tuvieron antes del trata- 
miento. Esta respuesta de desensibilización ayuda a evitar una ac- 
tividad de receptor inadecuadamente prolongada. En ausencia del 
factor de crecimiento epidérmico (EGF), por ejemplo, los receptores 
de la superficie celular HER1 para este ligando tienen una vida pro- 
medio relativamente prolongada, de entre 10 y 15 horas. Los recep- 
tores no unidos se internalizan mediante invaginaciones recubiertas 
de clatrina en endosomas a una velocidad relativamente lenta, con 
un promedio de uno cada 30 minutos, y, con frecuencia, vuelven con 
rapidez a la membrana plasmática de modo tal que hay una reduc- 
ción pequeña en el número total de receptores de la superficie. Des- 
pués de la unión de un ligando al EGF, la velocidad de endocitosis de 
HER] se incrementa — 10 veces, y solo una fracción de los receptores 
internalizados regresa a la membrana plasmática; el resto se degrada 
en los lisosomas. Cada vez que un complejo HER1-EGF se interna- 
liza mediante el proceso llamado endocitosis mediada por receptor 
(véase la Fig. 14-29), el receptor tiene una oportunidad de 20 a 80% 
de ser degradado, dependiendo del tipo celular. La exposición de un 
fibroblasto a altos niveles de EGF durante varias horas induce varios 
ciclos de endocitosis, lo que da como resultado la degradación de la 
mayoría de las moléculas de receptores de la superficie celular y, así, 
una reducción de la sensibilidad de la célula al EGF. De este modo, 
el tratamiento prolongado con una concentración dada de EGF des- 
ensibiliza a la célula a ese nivel de hormona aunque la célula pueda 
responder si el nivel de EGF se incrementa. 
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Las mutantes HERI que carecen de actividad de cinasa no sufren la 
endocitosis acelerada en presencia del ligando. Es probable que la 
activación inducida por el ligando de la actividad de la cinasa en la 
HERI normal induzca un cambio de conformación en la cola cito- 
sólica y exponga un motivo de selección que facilite el reclutamiento 
del receptor en las invaginaciones cubiertas de clatrina después de la 
internalización del complejo ligando-receptor. A pesar del extenso 
estudio de los dominios citosólicos de la mutante HER1, la identidad 
de estos “motivos de selección” es controvertida, y muy probable- 
mente múltiples motivos funcionen para aumentar la endocitosis. 
Resulta interesante que los receptores internalizados puedan con- 
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Dominio SH2 
Tirosina 


FIGURA 16-13 Activación y estructura de las pá STAT. > 
Fosforilación y dimerización de las proteinas SAT. e s da a ela 
activación de un receptor de citocina (véase la Fig. 16-10), y aio de 
transcripción STAT monomérico € inactivo se une a una fos plc el 
receptor, lo que acerca el STAT al JAK asociado con el receptor osforila 
entonces la tirosina C-terminal en el STAT. Pasos MH y El los STAT fosforilados Se 
disocian de modo espontáneo del receptor y Espontanpamente se dimerizan 
Dado que el homodímero STAT tiene dos interacciones fosfotirosina-dominio 
SH2, mientras que el complejo receptor-STAT es estabilizado por solo una 
interacción de este tipo, los STAT fosforilados tienden a no volver a Unirse al 
receptor. Paso EJ: el dimero STAT se mueve al núcleo, donde puede unirse a 
las secuencias promotoras y activar la transcripción de los genes diana. (b) 
Diagrama de cintas de la unión del dimero STAT1 al DNA (negro). El dímero 
STAT1 forma una pinza con forma de € alrededor del DNA estabilizada por 
interacciones recíprocas y muy específicas entre el dominio SH2 (púrpura) 
de un monómero y el residuo de tirosina fosforilado (amarillo con oxígenos 
rojos) en el segmento C-terminal del otro. Este sitio de unión a fosfotirosina 
del dominio SH2 de cada monómero está estructuralmente acoplado al 
dominio de unión al DNA (magenta), lo que sugiere un papel potencial para 
la interacción SH2-fosfotirosina en la estabilización de los elementos de 
interacción del DNA. (Parte [b] tomado de X. Chen y cols, 1998, Cell 93827) 
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las proteínas de señalización, tales co 
rán en la sección siguiente. 


mo Grb-2 y Sos, que se analiza- 
Degradación lisosómica Después de la internalización, algunos re- 


Pe de la superficie celular (p. ej., el receptor de LDL) se reciclan 
e modo eficiente a la superficie (véase la Fig. ] 4:29]. Como:sé men- 


al reciclado versus el destino de la degradación en los 
receptores de superficie. Uno es la modificación cov 
queña proteína ubicuitina (véase el Cap. 3), Hay una fuerte correlación 
entre la monoubicuitinación (la adición de una única ub 
lisina dada de una proteína) del dominio citosólico 
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ubicuitina. La ubicuitina funciona como una “marca” s 
que estimula su incorporación desde los endosomas a 
vesiculados (véase la Fig. 14-33) que finalmente son deg 
de los lisosomas. Estudios genéticos hechos en C. elega 
sar en un papel para la c-Cbl en el tránsito de los receptores de EGF, 
que establecieron que el c-Cbl regula de modo negativo la función del 
receptor de EGF en el nemátodo (Let-23), probablemente induciendo 
su degradación. De modo semejante, ratones con genes desactivados 
(knockout) que carecen de c-Cbl muestran hiperproliferación del epi- 
telio de glándula mamaria, compatible con un papel de c-Cbl como un 
regulador negativo de la señalización de EGE 

Experimentos realizados con líneas celulares mutantes demuestran 
que la internalización de los RTK desempeña un papel importante en 
la regulación de las respuestas celulares a EGF y otros factores de cre- 
cimiento. Por ejemplo, una mutación en el receptor de EGF (HER1) 
que evita que sea incorporado a las invaginaciones recubiertas lo torna 
resistente a la endocitosis mediada por receptor (inducida por ligan- 
do). Como resultado, esta mutación conduce a números notablemente 
superiores a lo normal de receptores de EGF en las células y, así, a una 
sensibilidad incrementada de las células a EGF como una señal mito- 
génica. Células mutantes de este tipo son propensas a la transforma- 
ción inducida por EGF a células tumorales (véase el Cap. 24). De modo 
interesante, los otros receptores de la familia de EGF (HER2, HER3 y 
HER4) no sufren internalización inducida por ligando, una observa- 


ción que enfatiza de qué modo cada receptor evolucionó a ser regulado 
en su propio modo. 


a al receptor de 
Obre el receptor 
cuerpos multi- 
radados dentro 
ns hicieron pen- 


Fosfotirosina-fosfatasas Estas enzimas desfosforilantes hidrolizan 
de modo específico enlaces fosfotirosina en proteínas diana específi- 
cas. Un ejemplo excelente de cómo las enzimas fosfotirosina-fosfatasas 
Operan para suprimir la actividad de la proteincinasa de tirosina es 
Provisto por la SHP1, la fosfatasa que regula de modo negativo la seña- 
lización a partir de varios tipos de receptores de citocina. En un inicio, 
su papel fue identificado a partir del análisis de ratones que carecían 
de esta proteína; estos animales morían por el exceso de producción de 
eritrocitos y otros varios tipos de células de la sangre. 

La SHP1 disminuye la señalización de las citocinas al unirse al 
receptor de citocinas e inactivar la proteína JAK asociada, EOO se 
Muestra en la Figura 16-14a. Además de un dominio catalítico de 
fosfatasa, la SHP1 tiene dos dominios SH2. Cuando las células es- 
tán en estado de reposo no estimulado por una citocina, vto de los 
dominios SH2 en SHP1 se une físicamente al sitio catalítico en el 
dominio de la fosfatasa y lo inactiva. Sin embargo, en el estado a 
Mulado este bloqueo del dominio SH2 se une a un residuo especí + 
de fosfotirosina en el receptor activado. El cambio EE a n 
Jue acompaña esta unión desenmascara el sitio catalítico de sPH sa 
también lo sitúa adyacente al residuo de fosfotirosina en el pes e 
Activación del JAK asociado con su receptor. Al eliminar este fosfato, 


(a) Regulación a corto plazo: desactivación 
de JAK2 por la fosfatasa SHP1 
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(b) Regulación a largo plazo: bloqueo de las señales 
y degradación proteica por las proteínas SOCS 
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FIGURA 16-14 Dos mecanismos para terminar la transducción de 

la señal desde el receptor de eritropoyetina (EpoR). (a) Regulación a 
corto plazo: SHP1, una fosfotirosina fosfatasa, está presente en forma inactiva 
en las células no estimuladas. La unión de un dominio SH2 en SHP1 a una 
fosfotirosina particular en el receptor activado desenmascara su sitio catalítico 
en la fosfatasa y la ubica cerca de la tirosina fosforilada en la región del labio de 
JAK2. La eliminación del fosfato desde esta tirosina inactiva la JAK cinasa. (b) 
Regulación a largo plazo: las proteínas SOCS, cuya expresión es inducida por las 
proteínas STAT en las células eritroides estimuladas por eritropoyetina, inhiben 
o terminan permanentemente la señalización en períodos prolongados. La 
unión de las SOCS a los residuos de fosfotirosina en EpoR o JAK2 bloquea la 
unión de otras proteínas de señalización (izquierda). La caja SOCS también 
puede marcar proteínas como JAK2 para la degradación por la vía ubicuitina- 
proteasoma (derecha). Mecanismos similares regulan la señalización desde 
otros receptores de citocinas. (Parte [a] adaptada de Constantinescu y cols., 1999, Trends 
Endocrin Metabol 10:18, parte [b] adaptada de BT Kile y WS Alexander, 2001, Cell. Mol Life Sci. 58: 1.) 
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el SHP1 inactiva el JAK, de modo tal que ya no puede fosforilar al 
receptor o a otros sustratos (p. ej., STAT) a menos que moléculas de 
citocina adicionales se unan a los receptores de la superficie celular y 
se inicie así una nueva ronda de señalización. 


Proteínas SOCS En un ejemplo clásico de retroalimentación nega- 
tiva, entre los genes cuya transcripción es inducida por proteínas 
STAT están aquellos que codifican una clase de proteínas peque- 
ñas llamadas proteínas SOCS, que terminan la señalización de los 
receptores de citocinas. Estos reguladores negativos actúan de dos 
modos (Fig. 16-14b). En primer lugar, el dominio SH2 de varias 
proteínas SOCS se une a la fosfotirosinas del receptor activado y 
evita la unión de otras proteínas de señalización que contienen SH2 
(p. ej., las STAT); así, inhibe de modo competitivo la señalización 
del receptor. Una proteína SOCS, la SOCS-1, también se une a una 
fosfotirosina crítica en el labio de activación de la JAK2 cinasa, e 
inhibe de este modo su actividad catalítica. En segundo lugar, todas 
las proteínas SOCS contienen un dominio, llamado la caja SOCS, 
que recluta los componentes de las ligasas de ubicuitina E3 (véase la 
Hg. 3-29). Como resultado de la unión de SOCS-1, por ejemplo, la 
JAK2 se poliubicuitina (un polímero de ubicuitina unido de modo 
covalente a la cadena lateral de una lisina) y luego se degrada en 
los proteasomas; de este modo, apaga permanentemente todas las 
vías de señalización mediadas por JAK2 hasta que nuevas proteínas 
JAK2 puedan sintetizarse. La observación de que los inhibidores de 
los proteasomas prolongan la transducción de la señal JAK2 da apo- 
yo a este mecanismo. 

Estudios con células de mamífero en cultivo han mostrado que 
el receptor para la hormona de crecimiento, que pertenece a la su- 
perfamilia de los receptores de las citocinas, está reprimido por otra 
proteína SOCS, la SOCS-2. De modo sorprendente, los ratones defi- 
cientes en SOCS-2 crecen mucho más que sus contrapartidas silves- 
tres y tienen longitudes óseas mayores y un crecimiento proporcional 
superior de la mayor parte de sus órganos. De este modo, las proteí- 
nas SOCS desempeñan un papel negativo esencial en la regulación 
intracelular de la iniciación de señales a partir de receptores para la 
eritropoyetina, la hormona de crecimiento y Otras citocinas. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 16.1 


Receptores que activan las tirosincinasas proteicas 


* Dos amplias clases de rece 


ptores activan las tirosincinasas protei- 
cas: (1) 


los receptores tirosincinasas (RTK), en los cuales la cinasa es 
una parte intrínseca del receptor, y (2) los receptores de citocinas, 
en los cuales la cinasa está unida fuertemente al dominio citosólico 
del receptor. La señalización de los receptores tirosincinasa y de los 
receptores de tirosina activan vías de señalización similares corriente 
abajo (véase la Fig. 16-2), 

* Los receptores tirosincinasas, 
de señalización tales como los 
pueden existir como dímeros 
unión a los ligandos. La unió 
ción de receptores diméricos 
activación de la cinasa asocia 
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factores de crecimiento y la insulina, 
preformados o dimerizarse durante la 
n a los ligandos desencadena la forma- 


funcionales, Un paso necesario en la 
da al receptor. 
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proteicos. 

* Los seres humanos expresan muchos RTK, pea Pena 
(HER1-4) definen la familia de do A rien 
epidérmico que media la señalización desde iferen pr o 2. de 
la familia del factor de crecimiento epidérmico de moléculas de seña- 
lización (véase la Fig. 16-7). Uno de estos receptores, HER2, no une 
ligandos; forma heterodímeros activos con monómeros que se unen a 
ligandos de las otras tres proteínas HER. La sobreexpresión de HER2 
está implicada en aproximadamente 25% de los cánceres de mama. 


« Las citocinas desempeñan numerosos papeles en el desarrollo. 

La eritropoyetina, una citocina secretada por las células del riñón, 
promueve la proliferación y diferenciación de las células progenitoras 
eritroides en la médula ósea (véase la Fig. 16-8) para incrementar el 
número de glóbulos rojos maduros en la sangre. 


* Todos los receptores de citocina tienen estructuras similares, y 
sus dominios citosólicos están estrechamente unidos a la proteína 


tirosincinasa JAK, que se activa después de la unión de la citocina y la 
dimerización del receptor (véase la Fig. 16-10). 


* Tanto en las RTK como en los receptores de citocinas, las secuencias 
de aminoácidos cortas que contienen un residuo de fosfotirosina 
están unidas por proteínas con dominios SH2 o PTB conservados, que 
se encuentran en muchas proteínas de transducción de las señales. 

Las secuencias de aminoácidos que rodean la tirosina fosforilada 
determinan qué dominio se unirá a ella. Es 
proteína son importantes en mucha 
Figs. 16-11 y 16-12), 


tas interacciones proteína- 
s vías de señalización (véanse las 


dos por JAK asociadas a recepto- 
hacia el núcleo, donde activan la 
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membrana, de complejos de transducción de la señal que contienen 
tres proteincinasas que actúan secuencialmente. Esta cascada de ci- 
nasas culmina en la activación de ciertos miembros de la familia de la 
MAP cinasa, que pueden translocarse al núcleo y fosforilar muchas 
proteínas distintas. Entre las proteínas diana para la MAP cinasa, se 
encuentran los factores de transcripción que regulan la expresión 
de proteínas con papeles importantes en el ciclo y la diferenciación 
celulares. Resulta importante que, con frecuencia, diferentes tipos 
de señales extracelulares activen diferentes vías de señalización que 
resultan en la activación de miembros distintos de la familia de la 
MAP cinasa. 

Dado que una mutación activadora de un RTK, la Ras, o una pro- 
teína en la cascada de la MAP cinasa se encuentra en casi todos los 
tipos de tumores humanos, la vía de los RTK/Ras/MAP cinasa ha sido 
sometida a extensos estudios y se sabe mucho acerca de sus componen- 
tes. Comenzamos nuestro análisis revisando de qué manera la Ras cicla 
entre el estado activo e inactivo. Luego, describimos de qué manera la 
Ras se activa y pasa una señal a la vía de la MAP cinasa. Finalmente, 
examinamos los estudios recientes que indican que tanto las levaduras 
como las células de los eucariontes superiores contienen múltiples vías 
de MAP cinasa y consideramos los modos en que las células mantienen 
diferentes vías de MAP cinasa separadas unas de otras mediante el uso 
de proteínas plataforma. 


La Ras, una proteína interruptora GTPasa, 
opera corriente abajo de la mayoría de los 
receptores RTK y citocinas 


Al igual que las subunidades G, en las proteínas G triméricas anali- 
zadas en el Capítulo 15, la proteína G monomérica conocida como 
Ras alterna en un estado “encendido” con el GTP unido y un estado 
inactivo “apagado” con el GDP unido (véase la Fig. 15-6 para la re- 
visión de este concepto). A diferencia de las proteínas G triméricas, 
la Ras no está directamente unida a los receptores de la superficie 
celular. La Ras (- 170 aminoácidos) es más pequeña que las proteínas 
G, (- 300 aminoácidos), pero los dominios que unen GTP de las dos 
proteínas tienen una estructura similar (véase la Fig. 15-7 para revi- 
sar la estructura de la Ras). Los estudios bioquímicos y estructurales 
muestran que la G, también contiene un dominio de la proteína que 
activa la GTPasa (GAP) que incrementa la velocidad intrínseca de 
hidrólisis de GTP por la G, . Dado que este dominio no está presente 
en la Ras, tiene una velocidad intrínsecamente más lenta de hidrólisis 
de GTP. Así, el tiempo de vida promedio del GTP unido a la Ras es de 
aproximadamente 1 minuto, mucho más largo que el tiempo de vida 
promedio del complejo G,GTP. 

La actividad de la proteína Ras está regulada por varios factores. La 
activación de la Ras está acelerada por el factor de intercambio de qua- 
nina nucleótido (GEF), que se une al complejo Ras-GDP y provoca la 
disociación del GDP unido (véase la Fig. 15-6). Dado que el GTP está 
presente en las células a concentración más alta que el GDP, se une 
espontáneamente a las moléculas de Ras “vacías”, lo cual libera el GEF 
y la formación de RAS-GTP. La hidrólisis posterior del GTP unido a 
GDP desactiva la Ras. Puesto que la actividad intrínseca de GTPasa 


del Ras-GTP es baja comparada con la de G,,GTP, el Ras-GTP requie- 


re el auxilio de otra proteína, una proteína activadora de la GTPasa 


(GAP) para desactivarla. La unión de una GAP al Ras-GTP acelera 
la actividad de GTPasa intrínseca de la Ras en más de 100 veces; la 


hidrólisis real de GTP es catalizada por los aminoácidos, tanto de Ras 
como de GAP. En particular, la inserción de cadenas laterales de argi- 
nina de una GAP al sitio activo de la Ras estabiliza un intermediario 


de la reacción de hidrólisis. 


Las proteínas Ras de los mamíferos han sido estudiadas con gran 

detalle porque las proteínas Ras mutantes se asocian con muchos 
tipos de cánceres humanos. Estas proteínas mutantes, que se unen al 
GTP pero no pueden hidrolizarlo, están permanentemente en estado 
“encendido” y contribuyen a las transformaciones oncogénicas (véase 
el Cap. 24). La determinación de la estructura tridimensional del com- 
plejo Ras-GAP y las pruebas de las formas mutantes de Ras explicaron 
la sorprendente observación de que la mayoría de las proteínas Ras ac- 
tivas constitutivamente, oncogénicas (Ras”), contienen una mutación 
en la posición 12. El reemplazo de la glicina-12 normal con otro ami- 
noácido (excepto prolina) bloquea la unión normal de GAP y “fija” 
esencialmente a Ras en el estado activo unido a GTP. Mi 


La primera indicación de que Ras opera corriente abajo desde RTK 
en una vía de señalización común provino de experimentos en los cua- 
les fibroblastos en cultivo fueron inducidos a proliferar por el trata- 
miento con una mezcla de dos hormonas proteicas: el factor de cre- 
cimiento derivado de las plaquetas (PDGE) y el factor de crecimiento 
epidérmico (EGF). La microinyección de anticuerpos anti-Ras a estas 
células bloqueó la proliferación celular. Por el contrario, la inyección 
de Ras”, un mutante activo constitutivamente de la proteína Ras que 
hidroliza GTP de modo muy ineficiente y así persiste en estado acti- 
vo, provocó la proliferación de las células en ausencia de sus factores 
de crecimiento. Estos hallazgos son compatibles con estudios que em- 
plean el método de ensayo de tracción detallado en la Figura 15-14, que 
muestra que la adición de FGF a los fibroblastos conduce a un rápido 
incremento en la proporción de Ras presente en la forma activa unida 
a GTP. Sin embargo, como veremos, un RTK activado (o un receptor 
de citocina) no puede activar de modo directo la Ras. En lugar de ello, 
otras proteínas deben ser reclutadas primero al receptor activado y ser- 
vir como adaptadores. 


Estudios genéticos en Drosophila identificaron 
proteínas transductoras de la señal clave en la vía 
de la Ras/MAP cinasa 


Nuestro conocimiento de las proteínas implicadas en la vía de la 
Ras/MAP cinasa provienen principalmente de los análisis genéti- 
cos de moscas de la fruta mutantes (Drosophuila) y de gusanos (C. 
elegans) que fueron bloqueados en etapas particulares de la dife- 
renciación. Para ilustrar el poder de este enfoque experimental, 
consideramos el desarrollo de un tipo particular de célula en el ojo 
compuesto de la Drosophila. 

El ojo compuesto de la mosca está formado por más de 800 ojos 
individuales llamados omatidios (big. 16-154). Cada omatidio con- 
siste de 22 células, ocho de las cuales son neuronas fotosensibles 
llamadas retinulas, o células R, designadas R1-R8 (Fig. 16-15b). Un 
RTK llamado Sevenless (Sev) regula específicamente el desarrollo de 
la célula R7 y no resulta esencial para ninguna otra función conocida. 
En moscas con un gen sevenless (sev) mutante, la célula R7 de cada 
omatidio no se forma (hi2. 16-15c, abajo). Dado que el fotorreceptor 
R7 es necesario solo para que las moscas vean en la luz ultravioleta, 
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FIGURA 16-15 El ojo compuesto de la Drosophila melanogaster. (a) 
Fotomicrografía electrónica de barrido que muestra los omatidios individuales 
que componen el ojo de la mosca de la fruta. (b) Corte longitudinal y vistas 

de los cortes de un omatidio individual. Cada una de estas estructuras 
tubulares contiene ocho fotorreceptores, designados R1-R8, que son células 
largas, cilíndricas, fotosensibles. R1-R6 (en amarillo) se extienden en toda la 
profundidad de la retina, mientras que R7 (pardo) está localizada hacia la 
superficie del ojo, y R8 (azul), hacia la parte posterior, en la zona de la salida de 
los axones. (c) Comparación de los ojos de las moscas de la fruta silvestres y de 


las mutantes que carecen de las células R7 pero por lo demás son nor- 
males se aíslan fácilmente. Por lo tanto, las células R7 de las moscas 
son un sistema genético ideal para estudiar el desarrollo celular. 

Durante el desarrollo de cada omatidio, una proteína llamada Boss 
(Bride of Sevenless) se expresa sobre la superficie de la célula R8. Esta 
proteína unida a la membrana es el ligando de RTK de Sev sobre la su- 
perficie de la célula precursora R7 vecina, y la señala para que se desa- 
rrolle en una neurona fotosensible (Fig. 16-164). En las moscas mutan- 
tes que no expresan una proteína Boss o Sev RTK funcional, la interac- 
ción entre las proteínas Boss y Sev no puede ocurrir y no se desarrollan 
células R7 (Fig. 16-16b); este es el origen del nombre “Sevenless” (que 
en español quiere decir “sin siete”) para el RTK de las células R7. 


FIGURA EXPERIMENTAL 16-16 Los estudios genéticos revelan que la 
activación de Ras induce el desarrollo de los fotorreceptores R7 en el 
ojo de la Drosophila. (a) Durante el desarrollo larvario de las moscas de tipo 
silvestre, la célula R8 en cada omatidio en desarrollo expresa una proteína de 

la superficie celular llamada Boss, que se une al Sev RTK de la superficie de su 
célula precursora vecina R7. Esta interacción induce cambios en la expresión 
génica que resultan en la diferenciación de la célula precursora en una neurona 
funcional R7. (b) En los embriones de las moscas con una mutación en el gen 
sevenless (sev), las células precursoras R7 no se pueden unir a Boss y, por lo 
tanto, no se diferencian normalmente a células R7. En lugar de ello, la célula 
precursora entra en una vía de desarrollo alternativa y por último se transforma 
en un cono. (c) Las larvas que son mutantes dobles (sev, Ras?) expresan Ras en 
forma activa constitutivamente (Ras) en la célula precursora R7, lo cual induce 
la diferenciación de las células precursoras R7 en ausencia de la señal mediada 
por Boss. Este hallazgo muestra que la Ras activada es suficiente para mediar 
la inducción de una célula R?. (Véase M. A Simon y cols, 1991, Cell 67-701: y M. E. Fortini y cols. 


1992, Nature 355:559) 
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las mutantes sevenless vistas por una técnica especial qe puede distinguir los 
fotorreceptores de un omatidio. El plano de corte esta indicado por las flechas 
azules en (b), y la célula R8 está fuera del plano de estas imágenes. Los siete 
fotorreceptores de este plano se ven fácilmente en el omatidio tipo silvestre 
(parte superior), mientras que solo seis son visibles en el omatidio mutante 
(parte inferior). Las moscas con la mutación sevenless carecen de la célula R7 en 
SUS OJOS. (Parte [a] tomada de E Hafen y K. Basler, 1991, Development 1(suppl.:123; parte [b] adaptada 


de R Reinke y S.L. Zipursky, 1988, Cell 55.321. parte [c] cortesía de U. Banerjee,) 


A fin de identificar las proteínas que transducen las señales in- 
tracelulares en la vía RTK Sev, los investigadores produjeron moscas 
mutantes que expresaban una proteína Sev sensible a la tempera- 
tura. Cuando estas moscas se mantuvieron a una temperatura per- 
misiva, todos los omatidios contuvieron las células R7; cuando se 
mantuvieron a temperatura no permisiva, ninguna de las células R7 
se desarrolló. Sin embargo, a una temperatura intermedia particular 
fue funcional una cantidad de RTK Sev suficiente para mediar el 
desarrollo de R7 normal. Los investigadores razonaron que a esta 
temperatura intermedia la vía de señalización estaría defectuosa (y 
así, no se desarrollarían células R7) si el nivel de otra proteína in- 
volucrada en la vía se redujera, disminuyendo de este modo la acti- 
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FIGURA 16-17 La activación de Ras después de la unión al ligando 

de los receptores de tirosincinasa (RTK) o receptores de citocina. Los 
receptores para el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y muchos otros 
factores de crecimiento son RTK. La proteína adaptadora citosólica GRB2 se 
une a una fosfotirosina específica en un receptor activado, unido al ligando y 

a la proteína Sos citosólica, y la lleva Cerca de la membrana plasmática y de su 
sustrato, el Ras-:GDP inactivo, La actividad del factor de intercambio de guanina 
nucleótido (GEF) de la Sos promueve entonces la formación del Ras:GTP activo. 
Nótese que el Ras queda unido a la superficie citosólica de la membrana 
plasmática por un ancla hidrofóbica de farnesilo (véase la Fig. 10-19). [Vease ) 
Schlesinger, 2000, Cell 103.211, y MA Simon, 2000, Cell 103:13] 


vidad de toda la vía por debajo del nivel necesario para formar una 
célula R7. Una mutación recesiva que afectara una proteína de este 
tipo tendría este efecto porque en los organismos diploides, como 
una Drosophila, un heterocigoto que contuviera un alelo silvestre y 
uno mutante de un gen, produciría la mitad de la cantidad normal 
del producto génico; así, aun si la mutación recesiva estuviese en un 
gen esencial, el organismo sería habitualmente viable. Sin embargo, 
una mosca que llevase una mutación sensible a la temperatura en 
el gen sev y una segunda mutación que afectara otra proteína en la 
vía de señalización, se esperaría que careciera de las células R7 a 
temperatura intermedia. 

Empleando este método de detección, los investigadores identi- 
ficaron tres genes que codificaban para proteínas importantes en la 
vía Sev: una proteína adaptadora SH2 que exhibía 64% de identidad 
en la secuencia de aminoácidos con el GRB2 humano (proteína de 
unión al receptor del factor de crecimiento 2), un factor de intercam- 
bio de guanina nucleótido llamado Sos (Son of Sevenless) que exhibía 
un 45% de identidad con su contrapartida en el ratón, y una pro- 
teína Ras que exhibía 80% de identidad con sus contrapartidas en 
los mamíferos. Posteriormente, se encontró que estas tres proteínas 
operaban en otras vías de señalización iniciadas por la unión de los 
ligandos a diferentes RTK y que se usaban en distintos momentos y 
lugares en la mosca en desarrollo. 

En estudios posteriores, los investigadores introdujeron un gen 
ras? mutante en embriones de moscas que llevaban la mutación se- 
venless. Como se notó antes, el gen ras” codifica una proteína Ras 
constitutivamente activa que está presente en la forma activa que une 
GTP aun en ausencia de la señal hormonal. Aunque no se expresaba 
RTK Sev funcional en estas mutantes dobles (se”; ras”), las células R7 
se formaban normalmente, lo cual indicaba que la presencia de una 
proteína Ras activada es suficiente para la inducción del desarrollo 
de una célula R7 (l'ig. 16-16c). Este hallazgo, compatible con los re- 
sultados de los fibroblastos en cultivos descritos previamente, avala 
la conclusión de que la activación de Ras es un paso principal en la 
señalización intracelular por la mayoría de todos los receptores de 
citocinas y RTK, si bien no por todos ellos. 


Los receptores tirosincinasas y las JAK cinasas están 
vinculados a Ras por proteínas adaptadoras 


Para que los receptores de citocinas y los RTK activen Ras, dos pro- 
teínas citosólicas (GRB2 y Sos) primero deben ser reclutadas para 
proveer un vínculo entre el receptor y la Ras (Fig. 16-17). La GRB2 
es una proteína adaptadora, lo cual significa que no tiene actividad 
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enzimática y sirve como un vínculo o plataforma entre otras dos 
proteínas (en este caso, entre el receptor activado y la Sos). La Sos 
es una proteína de intercambio de guanina nucleótido (GEF) que 
cataliza la conversión de una Ras unida a GDP inactiva a una forma 
activa unida a GTP. 

La GRB2 es capaz de servir como proteína adaptadora por su do- 
minio SH2, que se une a un residuo de fosfotirosina específico en el 
RTK (o receptor de tirosina) activado. Además de su dominio SH2, la 
proteína GRB2 adaptadora contiene dos dominios SH3 que se unen a 
Sos, el factor de intercambio de guanina nucleótido (Fig. 16-17). Al 
igual que los dominios SH2 y PTB que unen fosfotirosina, los domi- 
nios SH3 están presentes en gran cantidad de proteínas implicadas en 
la señalización intracelular. Aunque las estructuras tridimensionales 
de varios dominios SH3 son similares, sus secuencias específicas de 
aminoácidos varían. Los dominios SH3 de GRB2 se unen selectiva- 
mente a secuencias ricas en prolina de Sos; diferentes dominios de 
SH3 en otras proteínas se unen a secuencias ricas en prolina distintas 
de las presentes en Sos. 

Los residuos de prolina desempeñan dos papeles en la inte- 
racción entre un dominio SH3 en una proteína adaptadora (p. ej., 
GRB2) y una secuencia rica en prolina en otra proteína (p. ej., Sos). 
En primer lugar, la secuencia rica en prolina asume una confor- 
mación extendida que permite extensos contactos con el dominio 
SH3 y facilita de este modo la interacción. En segundo lugar, un 
subconjunto de estas prolinas encaja en “bolsillos” de unión sobre 
la superficie del dominio de la SH3 (Fig. 16-18). Varios residuos 
diferentes de la prolina interactúan también con el dominio SH3 y 
son responsables de determinar la especificidad de la unión. Así, la 
unión de proteínas a los dominios SH3 y a SH2 sigue una estrategia 


Dominio SH3 


FIGURA 16-18 Modelo superficial de un dominio de SH3 unido a un 
péptido diana. El péptido diana corto, rico en prolinas, se muestra como 

un modelo espacial. En este péptido diana, dos prolinas (Pro4 y Pro7, en azul 
oscuro) encajan en bolsillos de unión sobre la superficie del dominio SH3. Las 
interacciones que involucran una arginina (Arg1, rojo), otras dos prolinas (azul 
claro) y otros residuos en el péptido diana (verde) determinan la especificidad 
de la unión. (Tomado de H. Yu y cols, 1994, Cell 76:933,) 
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similar: ciertos residuos proporcionan un motivo estructural claye 


¿ ¡ iduos vecinos confieren especific;. 
necesario para la unión y los resid pecifici 


dad a esta unión. 


La unión de Sos a la Ras inactiva provoca Un cambio 
de conformación que desencadena el intercambio 


de GTP por GDP 


Después de la activación de un RTK (p. ej., el receptor de EGP), un 
complejo que contiene al receptor activado, GRB2, y Sos setorma So- 
bre la cara citosólica de la membrana plasmática (véase la Fig. 16-17), 
La formación del complejo depende de la habilidad del GRB2 de unir 
simultáneamente al receptor y a Sos. Así, la activación del receptor 
conduce a la relocalización del Sos desde el citosol a la membrana, 
lo que lleva al Sos cerca de su sustrato, es decir, Ras:GDP que ya está 
unido a la membrana plasmática por medio de un lípido asociado 
de modo covalente. La unión del Sos al Ras:GDP lleva a cambios de 
conformación en los segmentos Interruptor I e Interruptor II de la 
Ras, lo cual abre así el bolsillo de unión para GDP de modo que pueda 
difundir hacia el exterior (Fig. 16-19). En otras palabras, Sos funciona 
como el GEF para Ras. Luego, el GTP se une al Ras y lo activa. A su 
vez, la unión de GTP a la Ras induce una conformación específica de 
Interruptor l e Interruptor II que permite que la Ras-GTP active a la 
siguiente proteína en la vía de la Ras cinasa/MAP. 


Las señales pasan de la Ras activada a una cascada 
de proteincinasas y termina con la MAP cinasa 


Los estudios bioquímicos y genéticos en las levaduras, C. elegans, 
Drosophila y mamíferos han revelado que corriente abajo de Ras hay 
una cascada muy conservada de tres proteincinasas que culmina en 
la MAP cinasa. Si bien la activación de la cascada de cinasa no da 
los mismos resultados biológicos en todas las células, un conjunto 
común de cinasas que actúan de modo secuencial define la vía de 
la Ras/MAP cinasa, según se reseña en la Figura 16-20. La Ras se 
activa por el intercambio de GTP por GDP (paso E). El Ras-GTP 
activo se une al dominio N-terminal regulador de Raf, una cinasa 
de serina/treonina (no tirosina), y la activa (paso EJ). En las células 
no estimuladas, la Raf se fosforila y se une en un estado inactivo a 
la proteína que une fosfoserina 14-3-3. La hidrólisis de Ras:GTP a 
Ras-GDP libera Raf activa desde su complejo con 14-3-3 (paso EJ) y 
la Raf posteriormente fosforila y, por lo tanto, activa la MEK (paso 
EJ. (Das cinasa proteica de especificidad doble, la MEK, fosforila 
sus proteínas diana tanto sobre los residuos de tirosina como seri- 
na/treonina). La MEK activa fosforila y activa entonces a la MAP 


cinasa, otra cinasa de serina/treonina conocida también como ERK 
(paso BB). La MAP cinasa fosforila much 


cluyendo los factores de transcripción n 
puestas celulares (paso IB). 

Varios tipos de experimentos han 
MAP cinasas se encuentran corrien 


as proteínas distintas, in- 
uclear que median las res- 


demostrado que Raf, MEK y 
te abajo de la Ras y han revelado 
sen la vía. Por ejemplo, proteínas 


(a) Ras-GDP ] (b) Ras-Sos (c) Ras:GTP o 


El Interruptor | 
E Interruptor ll 
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FIGURA 16-19 Estructuras de Ras unidas a GDP, proteína Sos y GTP. (guanina); la unión posterior de los fosfatos del GTP completa la interacción. 
(a) En Ras:GDF, los segmentos Interruptor | (verde) e Interruptor Il (azul) no El cambio de conformación resultante en los segmentos Interruptor | e 
interactúan directamente con GDP (b) Una hélice al (pardo) de Sos se une a Interruptor Il de la Ras que permiten que tanto el fosfato GTP g desplace al 
ambas regiones interruptoras de Ras-GDP, lo que conduce a un cambio de Sos y promueve la interacción del Ras-GTP con sus efectores (que se analizará 
conformación masivo en Ras. En efecto, Sos abre Ras y desplaza la región posteriormente). Véase la Figura 15-8 para otro análisis de RasFGDP y Ras*GTP 
Interruptor |, lo que permite así que GDP difunda hacia el exterior. (c) Se cree (Adaptado de P A Boriack-Sjodin y J Kuriyan, 1998, Nature 394:341) 


que GTP se une al complejo Ras-Sos en primer lugar a través de su base 


Ras activada por La Ras activa La hidrólisis de GTP 
intercambio de recluta, une lleva a la disociación 
Exterior GTD por GTP y activa Raf de Ras desde Raf 
El 
—_—_ 7 
G 
D 
, P; nd 
Ras inactiva Ras o 
Citosol Ras activa 
itoso 
Raf inactiva 
Dominio Demini 
regulador oras ATP 
N-terminal de la cinasa 
C-terminal 
MEK 
14-3-3 ADP 
El mex 
FIGURA 16-20 La vía Ras/cinasa MAP. En las células no estimuladas, activa 
la mayor parte de Ras está en su forma inactiva con GDP unido; la unión MAPK 
de un ligando a su RTK o receptor de citocima conduce a la formación del 
complejo activo Ras-GTP (paso KE véase tambien larig Y El Ras activado 
desencadena la cascada de cinasa corriente abajo ilustrada en los pasos a MAP ci 
¿que culmina con la activación de la cinasa MAP (MAPK; En las se sJlas no cinasa 
estimuladas, la unión de un dímero de la proteina 14-3-3 a la Rat la estabiliza 
en su conformación inactiva (la proteína 14-3-3 se une a los residuos de 16! 
fosfoserina en un número de protein as de señalización importar Tes M P a . 
Cada monómero 14-3-3 se une a un residuo de fosfoserina en Raf, una a la Ps de cinasa activa se transloca 
e q SIR Fita anal n : 
fosfoserina-259 en el dominio N-terminal, y el otro a la fosfoserina-621 en e úcleo; activa muchos factores 


A ai de transcripción 
dominio de la cimnasa. La interacción del dominio regulador Raf N-termiña dd 


Ras:GTP resulta en la desfosforilación de una de las serinas que uner Rafa 4-2 
3,la fosforilación de los otros residuos y la activación de la actividad de cinasa 
Raf Después de que el Ras: GDP inactivo se disOcid de Raf, presumiblemente 
Duede ser reactivado por * señales provenientes de los receptores activados, y 
recluta así moléculas adicionales de Raf a la membrana. : dé 
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las tumorales; al igual que la proteína Ras” activa constitutivamente, 
se dice que estas proteínas Raf mutantes están codificadas por onco- 
genes cuyas proteínas codificadas promueven la transformación de 
las células en las cuales se expresan (véase el Cap. 24). Por el contrario, 
las células de mamífero en cultivo que expresan una proteína Raf mu- 
tante no funcional no pueden ser estimuladas para proliferar sin con- 
trol por una proteína Ras” activa constitutivamente. Este hallazgo es- 
tableció un vínculo entre las proteínas Ras y Raf y demostró que Raf 
se encuentra corriente abajo de Ras en la vía de señalización. Estudios 
de unión in vitro mostraron adicionalmente que la proteína Ras:GTP 
purificada se une directamente al dominio regulador N-terminal de 
la Raf y activa su actividad catalítica. 
El hecho de que la MAP cinasa se activa en respuesta a la acti- 
vación de Ras fue demostrado en células cultivadas quiescentes que 
expresaban una proteína Ras” constitutivamente activa. En estas cé- 
lulas, la MAP cinasa activada es generada en ausencia de estimulación 
por hormonas promotoras del crecimiento. Más importante, los foto- 
receptores R7 se desarrollan normalmente en el ojo en desarrollo de 
mutantes de Drosophila que carecen de proteína Ras o Raf funcional 
pero expresan una MAP cinasa activa constitutivamente. Este hallaz- 
go indica que la activación de la MAP cinasa es suficiente para trans- 
mitir una señal de proliferación o de diferenciación normalmente 
iniciada por un ligando que se une a un receptor de tirosincinasa 
como el Sevenless (véase la Fig. 16-16). Sin embargo, estudios bioquí- 
micos demostraron que la Raf no puede fosforilar de forma directa la 
MAP cinasa o activarla de otro modo. 

El vínculo final en la cascada de cinasas activadas por Ras:GTP 
surgió de estudios en los cuales los científicos fraccionaron extrac- 
tos de células cultivadas en busca de la actividad de cinasa que po- 
dría fosforilar a la MAP cinasa y que estaba presente solo en las 
células estimuladas con factores de crecimiento, no en células no 
estimuladas. Este trabajo condujo a la identificación de MEK, una 
cinasa que fosforila de forma específica una treonina y un residuo 
de tirosina en el labio de activación de la MAP cinasa y que, por lo 
tanto, activa su acción catalítica. (El acrónimo MEK proviene de 
MAP y ERK cinasa). Estudios posteriores demostraron que MEK se 
une al dominio catalítico C-terminal de una Raf y es fosforilada por 
la cinasa serina/treonina de Raf; esta fosforilación activa la acción 
catalítica de la MEK. 

Así, la activación de la Ras induce una cascada de cinasas, que in- 
cluye Raf, MEK y MAP cinasa: RTK > Ras-Raf > MEK-MAP cinasa 
activados. Aunque aquí no pondremos énfasis en esto, la complejidad 
de esta vía se incrementa por las múltiples isoformas de cada uno de sus 
componentes. En los seres humanos, hay tres Ras, tres Raf, dos MEK y 
dos proteínas Erk; cada una de estas se superponen, pero tienen fun- 
ciones no redundantes. 


7 Las mutaciones activadoras del gen B-Raf ocurren en más del 

40% de los melanomas, un cáncer de piel que con frecuencia es 
provocado por la exposición a la radiación solar ultravioleta. De estos 
melanomas, una mutación particular, una sustitución de valina por 
ácido glutámico en la posición 600, da cuenta de más del 90% de ellos. 
Esta mutante B-Raf estimula la señalización MEK-ERK en las células 
en ausencia de factores de crecimiento, y los transgenes mutantes B-Raf 
inducen melanomas en los ratones. Recientemente, inhibidores muy 
potentes y selectivos de la cinasa B-Rafhan entrado en la práctica clíni- 
ca y están produciendo excelentes res 


Puestas en pacientes con el mela- 
noma B-Raf mutante. M 
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el sitio catalítico en la forma inactiva nO Eostilada 9 mi cinasa 
está bloqueado por un tramo de aminoácidos, el labio e activación 
(Fig. 16-21a). La unión de MEK a la MAP cinasa desestal iliza la es- 
tructura del labio, lo que da como resultado la exposición de nm 
tirosina-185 enterrada en la conformación inactiva. Después de la 
fosforilación de esta tirosina crítica, la MEK fosforila la treonina-183 


Estudios bioquímicos y cristalogr 


vecina (l'ig. 16-21b). 
Tanto la tirosina fosforilada como el residuo de treonina fosfo- 


rilada en la MAP cinasa interactúan con aminoácidos adicionales; 
por lo tanto, esto resulta en una conformación alterada a la región 
del labio, lo que a su vez permite la unión de ATP al sitio catalítico, 
el cual, como en todas las cinasas, se encuentra en el surco entre los 
dominios superior e inferior de la cinasa. El residuo de fosfotiro- 
sina (pT185) también desempeña en este caso un papel central en 
la unión de proteínas sustrato-específicas a la superficie de la MAP 


Sitio catalítico de la cinasa: 


inactivo Activo 


(a) MAP cinasa inactiva ábliva 


| (b) MAP cinasa 


Labio de 
activación 


cinasa. La fosforilación promueve no solo la actividad catalítica de 
la MAP cinasa, sino también su dimerización. La forma dimérica de 
la MAP cinasa es translocada al núcleo, donde regula la actividad de 
muchos factores de transcripción nucleares. 


La MAP cinasa regula la actividad de muchos 
factores de transcripción que controlan los genes 
de respuesta temprana 


La adición de un factor de crecimiento (p. ej., EGF o PDGF) a cé- 
lulas de mamífero en cultivo quiescentes (que no están en creci- 
miento) causa un rápido incremento en la expresión de hasta 100 
genes distintos. Estos se llaman genes de respuesta temprana porque 
se inducen mucho antes de que las células ingresen en la fase S y 
repliquen su DNA (véase el Cap. 20). Un gen de respuesta tempra- 
na importante codifica el factor de transcripción c-Fos. Junto con 
otros factores de transcripción, como el c-Jun, el c-Fos induce la 
expresión de muchos genes que codifican proteínas necesarias para 
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FIGURA 16-22 Inducción de la transcripción de los genes por la cinasa 
MAP. Pasos MHE: en el citosol, la Cinasa MAP fosforila y activa la cinasa p90" a 
y fosforila el factor de transcripción SRF Pasos Bl 
n al núcleo, la cinasa MAP fosforila directamente 
or del gen c-fos. Paso 


Que luego se mueve al núcleo 
y El después de la translocació 
el factor de transcripción TCF que ya está unido al promot 


que las células avancen a través del ciclo celular. La mayor parte de 
los RTK que unen factores de crecimiento emplean la vía de la MAP 
cinasa para activar genes que codifican proteínas como c-Fos, que a 
su vez impulsan la célula a través del ciclo celular. 

El mediador que regula al gen c-fos contiene un elemento de res- 
puesta del suero (ERS), llamado de este modo porque es activado 
por muchos factores de crecimiento del suero. Este impulsor com- 
plejo contiene secuencias de DNA que unen múltiples factores de 
transcripción. Como se ilustra en la Figura 16-22, la MAP cinasa 
dimérica activada (fosforilada) induce la transcripción del gen c- 
fos por activación directa de un factor de transcripción, el factor 
complejo ternario (FCT), y la activación indirecta de otro factor de 
respuesta del suero (FRS). En el citosol, la MAP cinasa fosforila y 
activa una cinasa llamada p90**, que se transloca al núcleo donde 
fosforila una serina específica del FRS. Después de la translocación 
al núcleo, la MAP cinasa directamente fosforila serinas específi- 
cas del ECT. La asociación del ECT fosforilado con dos moléculas 
de FRS fosforiladas forma un factor trimérico activo que activa la 
transcripción génica. 
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A el TC y el SRF fosforilados actúan juntos para estimular la transcripción de 
los genes (p. ej. c-fos) gue contienen una secuencia ERS en su promotor. Véase 
el texto para detalles. (Véase ? Marais y cols. 1993, Cell 73:381. y V M Rivera y cols. 1993, Mol. Cell 
Biol 136260) 
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FIGURA 16-23 Apareamiento de células de levaduras haploides 
inducido por feromonas. Las células A: producen el factor de apareamiento 
a y el receptor del factor a; las células a producen el factor a y el receptor 

del factor a. Ambos son receptores acoplados a la proteína G. La unión de 

los factores de apareamiento a sus receptores afines sobre las células del 

tipo opuesto conduce a la activación génica, lo que da como resultado el 
apareamiento y la producción de células diploides. En presencia de suficientes 
nutrientes, estas células crecerán como diploides. Sin suficientes nutrientes, las 
células pasarán por meiosis y formarán cuatro esporas haploides 
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Aunque en los animales multicelulares la El cinasa COn frecye, 
cia es activada por los RTK o receptores de las citocinas, le señal 
de otros receptores puede activar la MAP cinasa 
arióticas (véase la Fig. 15-34). A modo de 
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zación proveniente 
en diferentes células euc 


ilustración, consideremos la vía de ap 0 , 
ejemplo bien estudiado de una cascada de MAP cinasa ligada a los 


receptores acoplados a la proteína G (GPCR), en este caso, para dos 


feromonas peptídicas secretadas, los factores a pe 
Las células de levadura haploides son o bien del tipo de apa. 


reamiento a o bien Qí y secretan señales proteicas conocidas como 
feromonas, que inducen el apareamiento entre las células de leya- 
duras haploide del tipo de apareamiento ERA 10 Una célula 
haploide a secreta el factor de apareamiento a y tiene receptores de 
la superficie celular para el factor Qt; una célula OL secreta el factor 
del mismo nombre y tiene receptores de superficie para el factor a 
(véase la Fig. 16-23). Así, cada tipo de célula reconoce el factor de 
apareamiento producido por el tipo opuesto. La activación de la vía 
de la MAP cinasa por los receptores a o (L induce la transcripción de 
genes que inhiben la progresión del ciclo celular y otros que capaci- 
tan a las células del tipo de apareamiento opuesto para fusionarse y 
finalmente formar una célula diploide. 

La unión del ligando a cualquiera de los dos GPCR de feromo- 
na de las levaduras desencadena el intercambio de GTP por GDP 
en la subunidad G, y la disociación de G,*GTP del complejo Gy 
Este proceso de activación es idéntico al del GPCR analizado en 
el capítulo previo (véase la Fig. 15-17). En muchas vías iniciadas 
por GPCR en los mamíferos, el G, activo transduce la señal. Por el 
contrario, estudios en mutantes y bioquímicos han mostrado que 
el complejo Gp, disociado media todas las respuestas fisiológicas 
inducidas por la activación de los receptores de feromonas en la 
levadura (Fig. 16-24a). Por ejemplo, en las levaduras que carecen 
de G, disociada, la subunidad G;, siempre está libre. Estas células 
pueden aparearse en ausencia de los factores de apareamiento; es 
decir, la respuesta de apareamiento está constitutivamente activa. 
Sin embargo, en las células defectuosas para la subunidad G¿o G, 
la vía de apareamiento no Puede ser inducida en absoluto. Si una G, 
fuese el transductor, en estas células mutantes se esperaría que la vía 
fuese constitutivamente activa, 

En las vías de apareamiento de las levaduras, la G,, funciona 
desencadenando una Cascada de cinasas a Pr 
tra corriente abajo respecto de Ras; ca 
a a a: Pr compare scuncs y e de 
diente que se muestra en . E 2 Proteína de mamífero correspon- 

'sura 16-20. Los componentes de esta 
ncipalmente a través del análisis de mu- 
es funcionales a y 01 y proteínas G, pero 


náloga a la que se encuen- 
da proteína tiene un nombre 


a través de experimento 
de células de levaduras y 
estos estudios, los científi 


igura 16-24a. La G;, libre, que está unida la 


proteína Stes, y la Mio lipídico a la subunidad y, se une a la 
á recluta, y a sus cinasas unidas a la membrana 
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FIGURA 16-24 Cascadas de cinasas MAP en las levaduras en las 

vías de apareamiento y osmorreguladora. En las levaduras, diferentes 
receptores activan distintas vías de cinasas MAP, dos de las cuales están 
esquematizadas aquí. Las dos MEK esquematizadas, al igual que todas las 
MEK, son cinasas de especificidad doble treonina/tirosina; todas las otras 

son cinasas serina/treonina. (a) Vía de apareamiento: los receptores para los 
factores de apareamiento de las levaduras az y a están acoplados a las mismas 
proteínas G triméricas. Después de la unión al ligando y de la disociación de 
las subunidades de la proteína G, la subunidad Gy, unida a la membrana liga 
el andamio Ste5 a la membrana plasmática. Gy, también activa la Cdc24, un 
GEF para la proteína Cdc42 de tipo Ras; a SU vez, el GTP-unido a Cdc42 activo 
se une y activa la cinasa Ste20 residente. Ste20 entonces se fosforila y activa 

a Ste11, que es análoga a la Raf y a otra cinasa MEK de los mamíferos, las 
proteínas MEKK. Ste20 sirve así como una cinasa MAPKKK. La Ste11 inicia una 
cascada de cinasas en las cuales el componente final, Fus3, es funcionalmente 
equivalente a la cinasa MAP (MAPK) de los eucariontes superiores. Al igual 

Que otras cinasas MAP la Fus3 activada entonces se transloca al núcleo. Allí 
fosforila dos proteínas, la Dig1 y la Dig2, y alivia su inhibición en el factor de 


(b) Vía osmorreguladora 
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transcripción Ste12, lo cual permite su unión al DNA e inicia la transcripción 
de los genes que inhiben la progresión del ciclo celular y otros que permiten 
que las células de tipo de apareamiento opuesto se fusionen y finalmente 
formen una célula diploide. (b) Vía osmorreguladora: dos proteínas de la 
membrana plasmática, Sho1 y Msb1, se activan de modo desconocido por 

la exposición de las levaduras a medios de alta fuerza osmótica. La Sho1 
activada recluta la proteína andamio Pbs2, que contiene un dominio MEK, 

a la membrana plasmática. De modo similar a la vía de apareamiento en la 
membrana plasmática, el complejo Sho1Msb1 también activa la Cdc42, que 
a Su vez activa la cinasa residente Ste20. La Ste20, a su vez, fosforila y activa la 
Ste11, e inicia una Cascada de cinasa que activa la Hogl, una cinasa MAP En 
el citosol, la Hog1 fosforila dianas proteicas específicas, incluyendo los canales 
iónicos; después de la translocación al núcleo, la Hog]1 fosforila varios factores 
de transcripción y enzimas que modifican la cromatina. La Hog1 también 
promueve la elongación transcripcional. En conjunto, las nuevas proteínas 
sintetizadas y modificadas sostienen la supervivencia en medios de fuerza 
osmótica elevada. (Tomado de N. Dard y M Peter, 2006, BioEssays 28:146, y R. Chen y J. Thorner, 
2007, Biochim. Biophys. Acta 1773:1311) 
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plasmática. La Ste5 no tiene una función catalítica obvia y actúa 
como una plataforma para el ensamblaje de otros componentes de 
la cascada (Stel1, Ste7 y Fus3). La Gp, también activa cdc24, un 
GEF para la proteína tipo Ras cdc42; a su vez, el GTP-cdc42 activa 
la proteína cinasa Ste20. La Ste20 fosforila y activa la Stell, una 
cinasa de serina/treonina análoga a la Raf y otras proteínas MEKK 
de mamíferos. La Stel1 activada fosforila luego a la Ste7, una MEK 
de especificidad doble que entonces fosforila y activa a la Fus3, una 
cinasa de serina/treonina equivalente a la MAP cinasa. Después de 
la translocación al núcleo, la Fus3 fosforila dos proteínas, la Digl 
y la Dig2, y alivia su inhibición del factor de transcripción Ste12. 
A su vez, el Stel2 activado induce la expresión de proteínas impli- 
cadas en las respuestas celulares específicas del apareamiento. La 
Fus3 también afecta la expresión génica a través de la fosforilación 
de otras proteínas. 


Las proteínas plataforma separan múltiples vías 
de las cinasas MAP en las células eucarióticas 


Tanto las levaduras como las células eucarióticas superiores contie- 
nen una vía de señalización Ras/MAP cinasa que se activa por seña- 
les proteicas extracelulares y culmina en la fosforilación de factores 
de transcripción y otras proteínas de señalización por acción de la 
MAP cinasa que, en conjunto, desencadenan cambios específicos en 
la conducta celular. Es importante que todos los eucariontes po- 
sean múltiples vías muy conservadas de cinasas MAP activadas por 
diferentes señales extracelulares y que activan diferentes proteínas 
MAP cinasa que fosforilan diferentes factores de transcripción; es- 
tos, a su vez, desencadenan diferentes cambios en la diferenciación 
o función celular. Las cinasas MAP de los mamíferos incluyen las 
cinasas Jun N-terminales (JNK) y las cinasas p38, que se activan por 
vías de señalización en respuesta a varios tipos de estrés y fosforilan 
distintos factores de transcripción y otros tipos de proteínas de se- 
ñalización que afectan la división celular. 
Los estudios bioquímicos y genéticos en curso en ratones y Dro- 
sophila tienen como objetivo determinar qué cinasas MAP median 
qué tipo de respuestas en cuáles señales en los eucariontes superio- 
res. Esto ya ha sido completado en gran medida para el organismo 
S. cerevisiae, que es el más simple. Cada una de las seis cinasas MAP 
codificadas en el genoma de la S. cerevisiae ha sido asignada por 
análisis genético a vías de señalización desencadenadas por varias 
señales extracelulares, como feromonas, alta osmolaridad, falta de 
alimento, choque hipotónico y carencia de carbono/nitrógeno. Una 
segunda cascada de MAP cinasa de las levaduras, conocida como la 
vía osmorreguladora, se muestra en la Figura 16-24b. Cada MAP 
cinasa de la levadura media respuestas celulares muy específicas, se- 
gún lo ejemplifica la Fus3 en la vía de apareamiento y la Hogl en la 
vía osmorreguladora. 

Surge una complicación porque, en ambos, levaduras y euca- 
riontes superiores, diferentes cascadas de MAP cinasa comparten 
algunos componentes. Por ejemplo, la Stel1 MEKK funciona en tres 
vías de señalización de las levaduras: la vía de apareamiento, la vía de 
osmorregulación y la vía de crecimiento de los filamentos, que es in- 
ducida por la inanición. Sin embargo, cada vía activa una MAP cina- 
sa distinta. De modo similar, en las células de mamífero las proteínas 


de transducción de la señal comunes corriente arriba participan en 
la activación de múltiples cinasas JNK. 
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Una vez reconocidos los distintos componentes compartidos en 
las diferentes vías de la MAP cinasa, los investigadores se pregun- 
taron de qué manera se logra la especificidad de las respuestas ce. 
lulares a señales particulares. Los estudios realizados con levaduras 


proporcionaron evidencias iniciales de que las proteínas plataforma 


específicas de la vía permitían que las cinasas transductoras de la 


señal de una vía en particular interactuaran entre Sí, pero no con 
cinasas de otras vías. Por ejemplo, la proteína plataforma Stes esta- 
biliza un gran complejo que incluye a las cinasas de la vía de apa- 
reamiento; de modo similar, la plataforma Pbs2 se emplea para la 
cascada de cinasas en la vía osmorreguladora (véase la Fig. 16-24), 
En cada vía en la que participa la Stel 1, esta se encuentra restringida 
dentro de un gran complejo que se forma en pos puesta a una señal 
extracelular específica, y la señalización corriente abajo desde Ste] 1 
está restringida al complejo en el cual se localiza. Como resultado, 
la exposición de las levaduras a los factores de apareamiento induce 
la activación de una MAP cinasa única, la Fus3, mientras que la ex- 
posición a la elevada osmolaridad induce la activación de una MAP 
cinasa distinta, la Hog]. 

Las plataformas para las vías de cinasas MAP están bien documen- 
tadas en las levaduras, moscas y gusanos, pero la presencia en células de 
mamífero ha sido difícil de demostrar. Quizás la proteína plataforma 
mejor documentada en los metazoarios es la Ksr (por su denominación 
en inglés, kinase supressor of Ras o supresor de la cinasa de Ras), que 
une tanto a MEK como a la cinasa de MAP. En la Drosophila, la pérdi- 
da del homólogo de Ksr bloquea la señalización por una proteína Ras 
activa constitutivamente, lo cual sugiere una función positiva para la 
Ksr en la vía de la Ras/MAP cinasa en las células de la mosca. Si bien los 
ratones knockout que carecen de Ksr son fenotípicamente normales, la 
activación de la MAP cinasa por los factores de crecimiento o las citoci- 
nas es menor que lo normal en varios tipos celulares de estos animales. 
Este hallazgo sugiere que la Ksr funciona como una plataforma que 
aumenta pero no es esencial para la señalización de la Ras/MAP cinasa 
en las células de mamífero. Así, la especificidad de la señal de diferentes 
cinasas MAP en las células animales puede surgir a partir de su asocia- 
ción con varias proteínas del tipo plataforma, pero se requiere mucha 
investigación adicional para probar esta posibilidad. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 16.2 
La vía de la Ras/ MAP cinasa 


* La Ras es una proteína interru 
corriente abajo desde la ma 


de dos proteínas: un factor de ¡ 
E S nte ¡ : s 
(GEF) y una proteína acti e pmmbio de guanina nucleótido 


o SH2 d 
| A , GRB2 se une a una fosfotirosina en las RTK 
E que sus dos dominios SH3 se unen a Sos, 


y la lle- 


yan así a la proximidad del Ras-GDP unido a la membrana y activan 
su actividad de intercambio de nucleótido. 


« La unión de Sos a la Ras inactiva provoca un cambio de conforma- 


ción grande que permite la liberación de GDP y la unión de GTP, lo 
que forma Ras activa (véase la Fig. 16-19). 


» La Ras activada desencadena una cascada de cinasa en la cual la Raf, 
MEK y la MAP cinasa se fosforilan secuencialmente y, de este modo, 
se activan. Luego, la MAP cinasa activada se transloca al núcleo (véase 
la Fiy. 16-20). 


« La activación de la MAP cinasa después de la estimulación de un 
receptor del factor de crecimiento conduce a la fosforilación y activa- 
ción de dos factores de transcripción, que se asocian en un complejo 
trimérico que promueve la transcripción de varios genes de respuesta 
temprana (véase la Fig. 16-22). 


* Diferentes señales extracelulares inducen la activación de distintas 
vías de MAP cinasa, que regulan diversos procesos extracelulares al 
fosforilar diferentes conjuntos de factores de transcripción. 


* Los componentes de la cinasa de cada cascada de MAP cinasa se 
ensamblan en un complejo grande, específico de la vía, estabilizado 
por una proteína plataforma (véase la Fig. 16-24). Esto asegura que 
la activación de una vía de MAP cinasa por una señal extracelular 
particular no conduzca a la activación de otras vías que contengan 
componentes compartidos. 


16.3 Las vías de señalización de los 
fosfoinosítidos 


En secciones previas, hemos visto de qué modo la transducción de 
la señal desde los receptores tirosincinasas (RTK) y los receptores 
de citocinas se inicia con la formación de complejos multiprotei- 
cos asociados con la membrana plasmática (véanse las Figs. 16-12 y 
16-13) y de qué manera estos complejos inician la vía de Ras/MAP 
cinasa. Aquí, analizaremos cómo estos mismos receptores inician las 
vías de señalización que involucran como intermediarios fosfolípi- 
dos fosforilados especiales, derivados del fosfatidil inositol. Como 
analizamos en el Capítulo 15, estos lípidos unidos a la membrana 
se conocen colectivamente como fosfoinosítidos. Estas vías de se- 
ñalización de fosfoinosítidos incluyen varias enzimas que sintetizan 
diferentes fosfoinosítidos y proteínas, con dominios que pueden 
unirse a estas moléculas y, por lo tanto, son reclutadas a la superficie 
citosólica de la membrana plasmática. Además de los efectos a corto 
plazo sobre el metabolismo celular que encontramos en el Capítulo 
15, estas vías de los fosfoinosítidos tienen efectos a largo plazo so- 
bre el patrón de expresión génica. Aquí veremos que las vías de los 
fosfoinosítidos finalizan con una variedad de cinasas, que incluyen 
la proteincinasa C (PKC) y la proteincinasa B (PKB), que desem- 
peñan papeles centrales en el crecimiento y el metabolismo celular. 
Como ejemplo, más adelante en el capítulo, veremos de qué manera 
la activación por insulina de la PKB desempeña un papel central en 
estimular la importación de glucosa al músculo. 


La fosfolipasa Ces activada por algunos RTK 
y receptores de citocina 


Como analizamos en el Capítulo 15, la estimulación hormonal de 
algunos receptores acoplados a la proteína G lleva a la activación de 
la fosfolipasa C (PLC). Esta enzima asociada a la membrana luego 
escinde al fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) para generar dos se- 
gundos mensajeros importantes: 1,2-diacilglicerol (DAG) e inositol 
1,4,5-trifosfato (IP). La señalización a través de la vía IP /DAG lleva 
a un incremento en el Ca** citosólico y a la activación de la proteinci- 
nasa C (véase la lig. 15-36). 

Aunque no lo mencionamos durante nuestro análisis de la fosfoli- 
pasa C en el Capítulo 15, es especificamente la isoforma f) de esta enzi- 
ma (PLC) la que es activada por acción de las GPCR. Muchos RTK y 
receptores de citocinas también inician la vía IP,/DAG activando otra 
isoforma de la fosfolipasa C, la isoforma y (PLC), una isoforma que 
contiene dominios SH2. Los dominios SH2 de la PLC, se unen a fosfo- 
tirosinas específicas sobre los receptores activados, y posicionan así la 
enzima en la cercanía de su sustrato unido a la membrana, el fosfatidil 
inositol 4,5-bifosfato (PIP,). Además, la actividad de cinasa asociada 
con la activación del receptor fosforila los residuos de tirosina en la 
PLC unida, lo que aumenta su actividad de hidrolasa. De esta manera, 
los RTK activados y los receptores de citocina promueven la actividad 
de PLC, de dos modos: localizando la enzima en la membrana y fosfo- 
rilándola. Como se vio en el Capítulo 15, la vía de la IP3/DAG iniciada 
por la PLC tiene múltiples efectos fisiológicos. 


El reclutamiento de la Pl-3 cinasa a los receptores 
activados conduce a la síntesis 
de tres fosfatidilinositoles fosforilados 


Además de la vía IP,/DAG, muchos RTK y receptores de citocina acti- 
vados inician otra vía de fosfoinosítidos al reclutar la enzima fosfatidi- 
linositol-3 (PI-3) cinasa a la membrana. La PI-3 cinasa es reclutada a la 
membrana plasmática por la unión de su dominio SH2 a las fosfoti- 
rosinas del dominio citosólico de muchos RTK activados y receptores 
de citocinas. Este reclutamiento ubica al dominio catalítico de la PI-3 
cinasa cerca de sus sustratos fosfoinosítidos sobre la cara citosólica de 
la membrana plasmática. A diferencia de las cinasas encontradas pre- 
viamente que fosforilan proteínas, la PI-3 cinasa añade un fosfato al 
carbono 3” del fosfatidilinositol del lípido, lo que lleva a la formación 
de dos 3-fosfatos fosfatidilinositol separados: el PI 3, 4-bifosfato o PI 
3,4,5-trifosfato (Fig. 16-25). Al actuar como sitios de anclaje para varias 
proteínas de transducción de las señales, estos productos del PI 3-fos- 
fato unidos a la membrana de las reacciones de la PI-3 cinasa a su vez 
transducen señales corriente abajo en varias vías importantes. 

En algunas células, esta vía de la PI-3 cinasa puede desencadenar 
divisiones celulares y evitar la muerte celular programada (apoptosis), 
y asegura de este modo la supervivencia celular. En otras células, esta 
vía induce cambios específicos en el metabolismo celular. 

La PI-3 cinasa fue identificada inicialmente en estudios en el vi- 
rus de polioma, un virus de DNA que transforma ciertas células de 
mamífero para que crezcan de modo descontrolado. La transforma- 
ción requiere varias oncoproteínas codificadas por el virus, inclu- 
yendo una denominada “T del medio”. En un intento para descubrir 
cómo funciona la proteína T del medio, los investigadores descu- 
brieron una proteincinasa PI-3 en preparados parcialmente purifica- 
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FIGURA 16-25 Generación de fosfatidilinositol 3-fosfatos. La enzima 
fosfatidilinositol-3 cinasa (Pl-3 cinasa) es reclutada a la membrana por 
muchos receptores tirosincinasas activados (RTK) y receptores de citocinas. 


El 3-fosfato añadido por esta enzima, para producir Pl 3, 4-bifosfato o Pl 3, 

4, 5-trifosfato, es un sitio de unión para varias proteínas de transducción de 
las señales, como el dominio PH de la proteincinasa B. PI 4, 5-bifosfato es 
también el sustrato para la fosfolipasa C (véase la Fig. 15-35). (Véase L. Rarneh y L. 


Cantley, 1999, J. Biol. Chem. 274:8347.) 


dos de la T del medio, lo que sugiere una interacción específica entre 
ambas. Luego se propusieron determinar de qué manera la PI-3 ci- 
nasa podría afectar el comportamiento celular. 

Cuando una versión inactiva, dominante negativa de la P1-3 cina- 
sa se expresaba en las células transformadas por el virus del polioma, 
esta inhibía la proliferación celular descontrolada, característica de las 
células transformadas por el virus. Este hallazgo sugirió que la cinasa 
normal es importante en cierta vía de señalización esencial para la pro- 
liferación celular o para evitar la apoptosis. Estudios posteriores mos- 
traron que las PI-3 cinasas participan en muchas vías de señalización 
relacionadas con el crecimiento celular y la apoptosis. De los nueve ho- 
mólogos de la PI-3 cinasa codificados por el genoma humano, el mejor 
caracterizado contiene una subunidad p110 con actividad catalítica y 
una subunidad p85 con un dominio SH2 que une fosfotirosina. 


La acumulación de fosfatos Pl-3 en la membrana 
plasmática conduce a la activación de varias cinasas 


Muchas proteincinasas se activan al unir fosfatidil inositol 3-fos- 
fatos en la membrana plasmática. A su vez, estas cinasas afectan 
la actividad de muchas proteínas celulares. Una cinasa importante 
que se une a los PI-3 fosfatos es la proteincinasa B (PKB), una ci- 
nasa serina/treonina que también es denominada Akt. Además de 
su dominio cinasa, la proteincinasa B también contiene un dominio 
PH, un dominio proteico conservado, presente en una amplia va- 
riedad de proteínas de señalización que se une con alta afinidad a 
los 3-fosfatos, tanto del PI 3,4-bifosfato como al PI 3,4,5-trifosfato. 
Dado que estos inositol fosfatos están presentes en la cara citosólica 
de la membrana plasmática, la unión recluta la proteína completa 
hacia la membrana celular. En las células no estimuladas, en reposo, 
el nivel de estos fosfoinosítidos (conocidos colectivamente como PI 
3-fosfatos) es bajo, y la proteincinasa B está presente en el citosol en 
forma inactiva (Fig. 16-26). Después de la estimulación hormonal y 
del incremento resultante en los PI 3-fosfatos, la proteincinasa B se 
acopla a estas moléculas unidas a la membrana vía su dominio PH 
y se localiza en la membrana plasmática. La unión de la proteinci- 
nasa B a los PI 3-fosfatos no solo recluta la enzima a la membrana 
plasmática, sino que libera la inhibición del sitio catalítico por el 
dominio PH. Sin embargo, la máxima activación de la proteinci- 
nasa B depende del reclutamiento de otras dos cinasas, llamadas 
PDKI1 y PDK2. 

La PDKI1 es reclutada a la membrana plasmática por la unión 
de su propio dominio PH a los PI 3-fosfatos. Tanto la proteincinasa 
B como la PDKI1 asociadas a la membrana difunden al azar en el 
plano de esta, finalmente acercándose lo suficiente, de modo tal que 
la PDK1 puede fosforilar la proteincinasa B sobre un residuo crítico 
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de treonina en su labio de activación (otro ejemplo más de la activa” 
ap de la cinasa por fosforilación). La fosforilación de una segund 
serina, no en el segmento del labio, por la PDK2 es necesaria para 
la actividad máxima de la proteincinasa B (Fig. 16-26). De modo 
similar a la regulación de la actividad de Raf (véns la Fig 16-20» 
la liberación de un dominio inhibidor y la fosforilación pór otras 
cinasas regulan la actividad de la proteincinasa B. 
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La proteincinasa B activada induce muchas 
respuestas celulares 


Una vez que se ha activado totalmente, la proteincinasa B puede diso- 
ciarse de la membrana plasmática y fosforilar sus numerosas proteínas 
diana a través de la célula, lo cual tiene un amplio espectro de efectos 
sobre la conducta celular. La activación de la PKB toma solo de 5 a 10 
minutos, aunque sus efectos pueden durar hasta varias horas. 

En muchas células, la proteincinasa B activada directamente fosfo- 
rila e inactiva proteínas proapoptóticas como la Bad, un efecto a corto 
plazo que evita la activación de una vía apoptótica que conduce a la 
muerte celular (véase la Fig. 21-38). La proteincinasa B activada pro- 
mueve también la supervivencia de muchas células cultivadas al fosfo- 
rilar el factor de transcripción Forkhead FOXO3a en múltiples residuos 
de serina/treonina, y reduce así su capacidad de inducir la expresión de 
varios genes proapoptóticos. 

En ausencia de factores de crecimiento, FOXO3a está desfosforila- 
do y se localiza principalmente en el núcleo, donde activa la transcrip- 
ción de varios genes que codifican proteínas proapoptóticas. Cuando 
los factores de crecimiento se añaden a las células, la proteincinasa B se 
activa y fosforila a FOXO3a. Esto permite que la proteína citosólica que 


se une a fosfoserina, 14-3-3, se una a FOXO3a y, de este modo, la se- 


cuestre en el citosol. (Recuerde que 14-3-3 también retiene la proteína 


Raf fosforilada en un estado inactivo en el citosol; véase la Fig. 16-20). 
Una mutante de FOXO3a en la cual los tres residuos diana de la serina 


e ; ¡ “acti tituti- 
para la proteincinasa B están mutados a alaninas es “activa cons 


vamente” e inicia la apoptosis aun en presencia de la proteincinasa B 


activada. Este hallazgo demuestra la importancia de la FOXO3a y de la 
proteincinasa B en el control de la apoptosis de las células en cultivo. 
La desregulación de la proteincinasa B está implicada en la patogenia 


del cáncer y la diabetes, y en la Sección 16.7 veremos de qué manera la 
e abajo de los RTK de insulina pro- 


proteincinasa B activada corrient 
en 


mueve la captación de glucosa y su almacenamiento en el músculo y 
el hígado. Éste es otro ejemplo de una vía de señalización que controla 


diferentes funciones celulares en células distintas. 


PKB completamente 
activo 


FIGURA 16-26 Reclutamiento y activación 
de la proteincinasa B (PKB) en las vías de 

la PI-3 cinasa. En las células no estimuladas 
(U, la PKB está en el citosol con su dominio PH 
unido al dominio catalítico de la cinasa, lo que 
inhibe su actividad. La estimulación hormonal 
conduce a la activación de la Pl-3 cimasa y 

la formación posterior de fosfatidilinositol 

(PI) 3-fosfatos (véase la Fig. 16-25). El grupo 
3-fosfato sirve como sitio de anclaje sobre la 
membrana plasmática para el dominio PH de 
la PKB (EJ) y otra cinasa, la PDK1. La activación 
completa de la PKB requiere la fosforilación 
tanto en el labio de activación por la PDK1 
como en el C-terminal por una segunda cinasa, 
la PDK2 (EJ). (Adaptado de A. Toker y A. Newton, 2000, Cell 
103:185; y S. Sarbassov y cols. 2005, Curr. Opin Cell Biol. 17:596.) 


PDK1 


completamente 
activo 


PDK2 


La vía de la cinasa Pl-3 está regulada 
negativamente por la fosfatasa PTEN 


Como casi todos los eventos de señalización intracelulares, la fosfori- 
lación por la PI-3 cinasa es reversible. La fosfatasa relevante, llamada 
fosfatasa PTEN, tiene una especificidad inusualmente amplia. Si bien la 
PTEN puede quitar los grupos fosfato unidos a los residuos de serina, 
treonina y tirosina de las proteínas, se piensa que su capacidad para 
quitar el 3-fosfato del PI 3,4,5-trifosfato es su principal función en las 
células. La sobreexpresión de la PTEN en las células de mamífero en 
cultivo promueve la apoptosis al reducir el nivel de PI 3,4,5-trifosfato y 
así la activación y el efecto antiapoptótico de la proteincinasa B. 


El gen PTEN está delecionado en múltiples tipos de cánceres hu- 

manos avanzados. La pérdida resultante de la proteína PTEN 
contribuye al crecimiento descontrolado de las células. De hecho, las 
células que carecen de PTEN tienen niveles elevados de PI 3,4,5-tri- 
fosfato y actividad PKB. Dado que la proteincinasa B ejerce efecto anti- 
apoptótico, la pérdida de PTEN reduce indirectamente la muerte celu- 
lar programada, que es el destino normal de muchas células. En ciertas 
células, como las células madre neuronales, la ausencia de PTEN no 
solo evita la apoptosis, sino que conduce a la estimulación del avance 
del ciclo celular y a un incremento de la velocidad de la proliferación 
celular. Los ratones knockout que carecen de PTEN tienen grandes ce- 
rebros, con un número excesivo de neuronas, lo cual atestigua la im- 
portancia de las PTEN en el control del desarrollo normal. M 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 16.3 


Las vías de señalización de los fosfoinosítidos 


« Muchos RTK y receptores de citocinas pueden iniciar la vía de 
señalización IP3/DAG al activar la fosfolipasa C, (PLC,), una 150- 
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forma diferente de PLC que la activada por los receptores acopla- 
dos a la proteína G. 


- Los RTK activados y los receptores de citocinas también pueden 
iniciar otra vía de fosfoinosítido al unirse a una PI-3 cinasa, lo que 
permite así que la enzima acceda a sus sustratos fosfoinosítidos unidos 
a la membrana, que luego se fosforilan en la posición 3 (PI 3-fosfatos; 
véase la Fig. 16-26). 


- El dominio PH de varias proteínas se une a los PI 3-fosfatos y forma 
complejos de señalización asociados con la cara citosólica de la mem- 
brana plasmática. 


* La proteincinasa B (PKB) se activa parcialmente al unirse a los PI 
3-fosfatos con su dominio PH. La activación completa de la PKB 
requiere la fosforilación por otra cinasa, PDK1, que también es reclu- 
tada a la membrana mediante la unión de los PI 3-fosfatos y por una 
segunda cinasa, la PDK2 (véase la Fig. 16-26). 


* La proteincinasa B activada promueve la supervivencia de muchas 
células al fosforilar directamente e inactivar varias proteínas proapop- 
tóticas y fosforilar e inactivar el factor de transcripción FOXO3a, que 
de otro modo induce la síntesis de proteínas proapoptóticas. 


* La señalización por medio de la vía de la PI-3 cinasa es terminada 
por la fosfatasa PTEN, que hidroliza al 3- fosfato en los PI 3-fosfatos. 
La pérdida de PTEN, una situación común en los tumores humanos, 
promueve la supervivencia y proliferación celular. 


16.4 Las serina-cinasas receptoras 
que activan Smad 


Hemos visto cuántos receptores activan cinasas que fosforilan proteí- 
nas diana en residuos de tirosina y activan un conjunto conservado 
de vías de transducción de las señales. También hemos visto de qué 
modo las cinasas citosólicas que fosforilan proteínas diana sobre serina 
o treonina se activan y funcionan en vías de señalización; estas incluyen 
los miembros de las familias PKA, PKB, PKC, como también las cinasas 
MAP. En esta sección, analizamos una familia conservada evolutiva- 
mente de serinas cinasas receptoras (la superfamilia de los receptores 
TGF-B) y la gran familia conservada de moléculas de señalización (la 
superfamilia TGF-P) que se une a ellas. Estos receptores se fosforilan 
y así desencadenan la activación de una clase conservada de factores 
de transcripción (los Smad) que regulan varias vías de crecimiento y 
diferenciación. En células no estimuladas, los Smad se encuentran en 
el citosol, pero cuando se activan se mueven al núcleo para regular la 
transcripción. La vía TGF-P tiene efectos muy diversos en diferentes 
tipos de células porque distintos miembros de la superfamilia TGF-P 
activan diversos miembros de la familia de receptores TGF-P, que acti- 
van diferentes miembros de la clase Smad de factores de transcripción. 
Además, como hemos visto con otros factores de transcripción activa- 
dos por receptores, como los STAT, la misma proteína Smad activada se 
unirá con diferentes factores de transcripción en distintos tipos celula- 
res y así activará diferentes conjuntos de genes en estas células. 

La superfamilia del factor de crecimiento transformante P (TGF-P) 
incluye un número de moléculas de señalización extracelular vincula- 
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papeles extensos en la regulación del desarrojyo 
tanto en invertebrados como En vertebrados. pa tr fundado, 
de la superfamilia TGF-P humana, el TGF-B1, fue i en Sobre 
la base de su capacidad para inducir un fenotipo ma igNO En varia, 
líneas celulares cancerosas de mamífero, de etapa inicial, en Cultivo 
(“factor de crecimiento transformante aii el TGF-$1 pro. 
movió metástasis, la diseminación e invasión de tumores Primarios, 
que se analizará en el Capítulo 24. Sin embargo, la principal función 
de las tres isoformas de TGF-P, TGF-P1, 2, 3 en la pad la de las cé. 
lulas de mamífero normales (no cancerosas) ES PENEntE fuertemente 
su proliferación al inducir la síntesis de porn que inhiben el ciclo 
celular. El TGF-P se produce en muchas células del organo e Inhi- 
be el crecimiento tanto de las células secretoras (señalización Abla. 
na) como de las células vecinas (señalización Paracr ina). La Pérdida 
de los receptores TGF-P o de cualquier proteína de tr ansducción de 
la señal intracelular en la vía TGF-f libera células de la inhibición 
del crecimiento y ocurre con frecuencia en el desarrollo temprano de 
los tumores humanos. Las proteínas TGF-f también promueven la 
expresión de moléculas de adhesión celular y moléculas de la matriz 
extracelular, que desempeñan papeles importantes en la organización 
de los tejidos (véase el Cap. 20). Un homólogo del TGF-B en la Dro- 
sophila, llamada proteína Dpp, participa en el patrón dorsal-ventral 
en los embriones de la mosca. Otros miembros mamíferos de la su- 
perfamilia TGF-P, las activinas y las inhibinas, afectan el desarrollo 
temprano del aparato genital. 

Otro miembro de esta superfamilia, la proteína morfogénica del 
hueso (BMP), fue inicialmente identificada por su capacidad para 
inducir la formación de hueso en células en cultivo. Llamada en la 
actualidad BMP7, se usa en la práctica clínica para fortalecer los 
huesos después de las fracturas graves. De las numerosas proteínas 
BMP reconocidas posteriormente, muchas inducen pasos clave en el 
desarrollo, que incluyen la formación del mesodermo y las primeras 
células formadoras de sangre. La mayoría no tienen relación alguna 
con los huesos. 

Gran parte de los tipos celulares animales producen y secretan 
miembros de la superfamilia TGF-$ en una forma inactiva que se al- 
macena casi unida a moléculas de la superficie celular especializadas 0 
en la matriz extracelular. La liberación de la forma activa desde la ma- 
triz por digestión de proteasas o inactivación de un inhibidor conduce 
a la rápida activación de las moléculas de señalización ya en el lugar (un 
san importante de muchas vías de señalización). La forma monomé- 
o 

- Una cisteína adicional en el centro de 


cada monómero vincula los monómeros de TGF-B a homodímeros y 4 
heterodímeros funcionales ( Fig. 16-27) 


das que desempeñan 


Tres proteínas receptoras separadas TGF-f3 


participan en la unión de la TGF-f y activan 
la transducción de la señal 


Los investigadores identificaron rápidamente la TGF-f31 como un fac: 
tor inhibidor clave del crecimiento, pero para comprender la form 
en ae epa debieron encontrar los receptores a los cuales se unía: 
E lógica de omo realizaron su búsqueda es representativa de los €N” 
ques bioquímicos típicos empleados para identificar los receptor? 
(véase la Sección 15.2), Primero, los investigadores hicieron reacciona! 


el factor de crecimiento purificado con el radioisótopo yodo-125 (Y 


FIGURA 16-27 Estructura de la superfamilia TGF-$ de moléculas de 
señalización. En este diagrama de cintas del dimero TGF-$ maduro, las dos 
subunidades aparecen en verde y azul. Los residuos de cisteína ligados por 
disulfuros (amarillo y rojo) se muestran en formas de esferas y palillos. Los tres 
enlaces intracatenarios disulfuro (rojo) de cada monómero forman un dominio 
de cistina-nudo, que es resistente a la degradación. (Tomado de 5. Daopin y cols, 1992, 
Science 257.369) 


en condiciones tales que el yodo formara enlaces covalentes con los 
residuos de tirosina expuestos (marcándolos efectivamente con una 
etiqueta radiactiva). La proteína '*I- TGF-B se incubó con células en 
cultivo, y la mezcla de incubación luego se trató con un agente químico 
que hacía enlaces cruzados covalentes entre el TGF-B y sus receptores 
de la superficie celular. La purificación de los complejos '*I marcado 
TGF-f-receptor reveló tres polipéptidos distintos con pesos molecula- 
res de 55, 85 y 280 kDa, denominados receptores TGF-B tipos RI, RII y 
RITI, respectivamente. 

La Figura 16-28 (pasos El y Ed) muestra la relación y función 
de las tres proteínas receptoras TGF-P. La más abundante, RIII, 
también llamada B-glucano, es un proteoglucano de la superficie 
celular. Un proteoglucano consiste en una proteína unida a cadenas 
de glucosaminoglucano (GAG) tales como el sulfato de heparina 
y el condroitina sulfato (véase la Fig. 20-31). La RIII, una proteí- 
na transmembrana, se une a las moléculas de TGF-P madura y las 
concentra cerca de la superficie celular, lo que facilita su unión a los 
receptores RII. Los receptores tipo 1 y tipo II son proteínas trans- 
membrana diméricas con serina/treonina cinasas como parte de sus 
dominios citosólicos. La RII exhibe actividad de cinasa constitutiva; 
es decir, es activa aun cuando no esté unida a TGF-f. La unión a 
TGF-$ induce la formación de complejos que contienen dos copias 
cada uno de RI y RII, otro ejemplo de oligomerización inducida 
por el ligando de los receptores de la superficie celular. Luego, una 
subunidad RII fosforila los residuos de serina y treonina en una 
secuencia muy conservada de la subunidad RI adyacente a la cara 
citosólica de la membrana plasmática, lo cual pone en funciona- 
miento la actividad de la cinasa RI. 


Los receptores TGF-f$ activados fosforilan 
los factores de transcripción Smad 


Los investigadores identificaron factores de transcripción corriente 
abajo desde los receptores TGF-P a partir de estudios de mutantes de 


Drosophila. Estos factores de transcripción de la Drosophila y las pro- 
teínas relacionadas en los vertebrados se denominan ahora Smad. Tres 
tipos de proteínas Smad funcionan en la vía de señalización TGF-P: 
las R-Smad (Smad reguladas por receptor; Smad 2 y 3), las co-Smad 
(Smad4) y las I-Smad (Smad inhibidoras). 

Como se ilustró en la Figura 16-28, una R-Smad (Smad2 o Smad3) 
contiene dos dominios, llamados MH1 y MH2, separados por una 
región vinculante flexible. El dominio N-terminal MH1 contiene un 
segmento específico de unión al DNA y también un dominio llama- 
do la señal de localización nuclear (SLN). Los dominios SLN están 
presentes en virtualmente todos los factores de transcripción que se 
encuentran en el citosol y son necesarios para su transporte al núcleo 
(véase el Cap. 13). Sin embargo, cuando los R-Smad se encuentran en 
su estado inactivo no fosforilado, el dominio SLN está enmascarado 
y los dominios MH1 y MH2 se asocian de modo tal que no pueden 
unirse al DNA o a una co-Smad. La fosforilación de tres residuos de 
serina cerca del extremo C-terminal de un R-Smad por receptores 
activados tipo 1 TGF-Pf separa los dominios, lo que permite la unión 
de una importina (véase la Fig. 13-36) al SLN, lo cual posibilita el 
ingreso del Smad al núcleo. 

Simultáneamente, dos de las serinas fosforiladas de cada Smad3 
que fueron añadidas por el receptor cinasa RI se unen a los sitios de 
unión de fosfoserina de los dominios MH2 en un Smad3 y un Smada, 
y forman un complejo estable que contiene dos moléculas de Smad3 
(o Smad2) y una molécula de un co-Smad (Smad4). La importina 
unida entonces media la translocación del complejo heterodimérico 
R-Smad/co-Smad al núcleo. Después de que la importina se disocia 
dentro del núcleo, el complejo Smad3/Smad4 (o Smad2/Smad4) se 
une a otros factores de transcripción para activar la transcripción de 
genes diana específicos. 

Dentro del núcleo, los R-Smad están siendo desfosforilados con- 
tinuamente por una fosfatasa nuclear, lo cual resulta en la disociación 
del complejo R-Smad/co-Smad y la exportación de estos Smad des- 
de el núcleo. Dado este transporte nucleocitoplasmático continuo de 
Smad, la concentración de los Smad activos dentro del núcleo refleja 
aproximadamente los niveles de los receptores TGF-P activados de la 
superficie celular. 

Virtualmente, todas las células de mamífero secretan al menos 
una isoforma de TGF-B, y la mayoría tiene receptores de TGF-B so- 
bre su superficie. Sin embargo, dado que diferentes tipos de célu- 
las contienen distintos conjuntos de factores de transcripción a los 
cuales pueden unirse los Smad activados, las respuestas celulares 
inducidas por los TGF-f varían entre los tipos celulares. Por ejem- 
plo, en las células epiteliales y los fibroblastos, los TGF-f inducen la 
expresión de proteínas de la matriz extracelular (p. ej., fibronectinas 
y colágenos; véase el Cap. 20) y proteínas que inhiben las proteasas 
séricas, que de otro modo degradarían estas proteínas de la matriz 
extracelular. Esta inhibición estabiliza la matriz y permite que las 
células formen tejidos estables. Las proteínas inhibidoras incluyen 
el inhibidor del activador del plasminógeno 1 (PAI-1). La transcrip- 
ción de gen PAI-] requiere la formación de un complejo del factor 
de transcripción TFE3 con el complejo R-Smad/co-Smad (Smad3/ 
Smad4) y la unión de todas estas proteínas a secuencias específicas 
dentro de la región reguladora del gen PAI-1 (Fig. 16-28, abajo). 
Al asociarse con otros factores de transcripción, un complejo R- 
Smad/co-Smad promueve la expresión de genes que codifican otras 
proteínas como p15, que detiene el ciclo celular en la etapa G, y así 
bloquea la proliferación (véase el Cap. 19). 


16.4 Las serina-cinasas receptoras que activan Smad 749 


) ANIMACIÓN FOCALIZADA: Vía de señalización del TGF-beta 


FIGURA 16-28 Vía de señalización de TGF-P/ Exterior 
Smad. Paso FE! en algunas células, el TGF-P se une 

al receptor TGF-B tipo II! (de RII), que incrementa la 
concentración de TGF-P cerca de la superficie celular 

y también presenta TGF-B al receptor tipo Il (RII). Paso 
¡I3 en otras células, el TGF-P se une directamente a 

RIl, una cinasa constitutivamente fosforilada y activa. 
Paso El el RI! unido al ligando recluta y fosforila el 
segmento yuxtamembrana del receptor tipo | (RI), 

que no se une en forma directa al TGF-B. Este libera la 
inhibición de la actividad cinasa RI, que de otro modo 
es impuesta por el segmento de RI entre la membrana 
y su dominio de cinasa. Paso El el RI activado entonces 
fosforila Smad2 o Smad3 (que se muestra aquí como 
Smad2/3), lo cual provoca un cambio de conformación 
que desenmascara su señal de localización nuclear 
(SLN). Paso EX dos moléculas fosforiladas de Smad2/3 da, MH2 Smad2/3-P 
se unen a una molécula de co-Smad (Smad4), que no Smad2/3 

está fosforilada, y con una importina, y así forman un MH1 

complejo citosólico grande. Pasos Bl y El después de 
que todo el complejo se transloca al núcleo, el Ran:GTP 
provoca la disociación de la importina, como se analizó 
en el Capitulo 13. Paso El un factor de transcripción 
nuclear (p. ej., TFE3) se asocia entonces con el complejo 
Smad2/3/Smad4 y forma un complejo de activación 
que une en forma cooperativa en una geometría 
precisa a una secuencia reguladora de un gen diana. 
Paso El este complejo recluta entonces coactivadores 
de la transcripción e induce la transcripción de los 
genes (véase el Cap 7). Smad2/3 se desfosforila por 
una fosfatasa nuclear (paso EJ) y se recicla a través de 
un poro nuclear al citosol (paso HI), donde puede 

ser reactivado por otro complejo receptor TGF-B. Se 
muestra en la parte inferior el complejo de activación 
para el gen que codifica el inhibidor del activador del 
plasminógeno (PAI-1) y complejos de transcripción 
similares activan la expresión de genes que codifican 
otras proteínas de la matriz extracelular, como la 
fibronectina. (Véase A Moustakas y CH. Heldin, 2009, Development 
136:3699, y D Clarke y X Liu, 2008, Trends Cell Biol 18:430) 
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Las proteínas BMP, que también pertenecen a la superfamilia TGF- Y La pérdida de la señalizació 
B, se unen a un conjunto diferente de receptores que son similares a las clave en el desarrollo pee de erica a 
o de muchos cánceres. Diversos lu” 


proteínas TGF-B, RI y RI y los activan, pero fosforilan otras R-Smad. mores humanos contienen una ión ¡ 

Dos de estas Smad fosforiladas forman un complejo trimérico con receptores TGF-B o en las a reorbcie 4 

Smada, y este complejo Smad activa diferentes respuestas de transcrip- hibición del crecimiento por TGF e y así son resistentes a la IN 
=P (véase la Fig. 24-24). Por ejemplo, 
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FIGURA 16-29 Modelo de regulación en menos de la función activadora 
de la transcripción de Smad mediada por Ski. Sk; reprime la función 

de Smad al unirse directamente a Smad4. Dado que el dominio de unión a 

Ski en Smad4 se superpone de modo significativo con el dominio MH2 de 
Smad4 necesario para la unión de la cola fosforilada de Smaa3, la unión de Ski 
interrumpe las interacciones normales entre Smad3 y Smad4 necesarias para 
la activación de la transcripción. Además, Ski recluta la proteína N-CoR, que se 
une directamente a mSin3A; a su vez, mSin3A interactúa con la desacetilasa 

de las histonas (HDAC), una enzima que promueve la desacetilación de las 
histonas o sus promotores cercanos, lo que reprime la expresión génica (véase 
el Cap. /). Como resultado de ambos procesos, la activación de la transcripción 
inducida por TGF-b y mediada por los complejos Smad se apaga. La proteína 
SnoN relacionada funciona de modo similar a Ski reprimiendo la señalización 
por TGF-P. (Véase J. Deheunick y K. Luo, 2009, Cell Res. 19:47.) 


¡on en el gen que codifica Smad4 y, de este modo, no pueden inducir los 
inhibidores del ciclo celular en respuesta a TGF-B. De hecho, en un 
principio Smad4 fue llamada DPC (por su nombre en inglés deleted in 
pancreatic cancer, o su traducción: “delecionada en el cáncer pancreáti- 
co”). El retinoblastoma, el cáncer de colon y gástrico, el hepatoma y 
algunos tumores malignos de células T y B tampoco responden a la 
inhibición del crecimiento por TGF-f. Esta falta de respuesta se cor- 
relaciona con la pérdida de los receptores TGF-B tipo 1 o tipo Il a TGF- 
B; la respuesta a TGF-B puede ser restablecida por la expresión recom- 
binante de la proteína “perdida”. Por lo general, las mutaciones en 
Smad2 también ocurren en varios tipos de tumores humanos. M 


Los bucles de retroalimentación negativa regulan 
la señalización TGF-P/Smad 


En la mayoría de las vías de señalización, la respuesta a un factor de 
crecimiento u otra molécula de señalización disminuye con el tiempo 
(desensibilización). Esta respuesta es adaptativa, y evita la sobrerreac- 
ción y hace posible un control de regulación fina de las respuestas ce- 
lulares. Varias proteínas intracelulares reprimen las vías TGF-P/Smad, 
incluidas dos proteínas citosólicas llamadas SnoN y Ski a es el acró- 
nimo que proviene de “Sloan-Kettering Cancer Institute”). Estas pro- 
teínas fueron identificadas originalmente como oncoproteinas, que 
causan cáncer dado que la expresión de Ski o de SnoN está elevada en 
muchos cánceres, incluidos los melanomas y ciertos cánceres de mama. 
Cuando se encuentran sobreexpresadas en fibroblastos en cultivo pri- 
mario, Ski o SnoN provocan una proliferación anormal de células, y 
la represión de Ski en los cánceres de páncreas reduce el crecimiento 
tumoral. Hasta años después no se comprendió el modo en que SnoN 
y Ski desencadenan la proliferación anormal de las células, cuando se 


encontró que se unían a la co-Smad (Smad4) y que fosforilaban a las 
R-Smad (Smad3) después de ser estimuladas por TGF-P. SnoN y Ski 
no evitan la formación del complejo R-Smad/co-Smad ni afectan la 
capacidad de un complejo Smad de unirse a las regiones de control del 
DNA. En realidad, bloquean la activación de la transcripción al unirse 
a un complejo Smad, en parte induciendo la desacetilación de las his- 
tonas en segmentos de cromatina adyacentes. Esto vuelve a las células 
resistentes a los efectos inhibidores del crecimiento del TGF-P (Fig. 
16-29). Resulta interesante que la estimulación por TGF-f provoque 
la rápida degradación de Ski y SnoN, pero después de unas pocas horas 
la expresión de SnoN se induce fuertemente por la unión del complejo 
Smad2/Smad4 al promotor del gen de SnoN. Se piensa que los niveles 
aumentados de estas proteínas disminuyen los efectos de señalización 
a largo plazo debido a la exposición continua al TGF-f. Este es otro 
ejemplo de retroalimentación negativa en el que un gen inducido por 
la señalización de TGF-P, en este caso SnoN, inhibe la señalización adi- 
cional por TGF-B. 

Entre las otras proteínas inducidas después de la estimulación de 
TGF-P, se encuentran las I-Smad, en especial Smad?7, la cual bloquea la 
capacidad de los receptores activados tipo 1 (RI) de fosforilar las pro- 
teínas R-Smad y también puede marcar los receptores TGF-$ para su 
degradación. De este modo Smad?, al igual que Ski y SnoN, participa en 
un bucle de retroalimentación negativa: su inducción inhibe la señaliza- 
ción intracelular por la exposición prolongada a la hormona estimulante. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 16.4 


Las serina-cinasas receptoras que activan Smad 


* La superfamilia del factor de crecimiento transformante $ (TGF- 
B) incluye un número de moléculas de señalización extracelular 


relacionadas que desempeñan papeles extendidos en la regulación del 
desarrollo. 


* Los monómeros TGF-f se almacenan en una forma inactiva en la 
superficie celular o en la matriz extracelular; la liberación de los mo- 
nómeros activos (p. ej., por la digestión mediante proteasas) conduce 
a la formación de homodímeros y heterodímeros funcionales. 


* Los receptores TGF-P consisten en tres tipos (RI, RIL, RIIT). La unión 
de los miembros de la superfamilia TGF-Pf al receptor RII cinasa 
permite que RII fosforile el dominio citosólico del receptor RI y active 
su capacidad intrínseca de cinasa de serina/treonina. RI fosforila en- 


tonces a un R-Smad, lo que expone una señal de localización nuclear 
(véase la Fig. 16-28). 


* Después de que los R-Smad fosforilados se unen a un co-Smad, 
el complejo resultante se transloca al núcleo, donde interactúa con 


varios factores de transcripción para inducir la expresión de los genes 
diana (véase la Fig. 16-28). 


* Las oncoproteínas (p. ej., Ski y SnoN) y las l-Smad (p. ej., Smad7) actúan 
como reguladores negativos de la señalización por TGF-P (Fig. 16-29) al 
inhibir la transcripción mediada por el complejo Smad2/3/Smad4. 


* Por lo general, la señalización por TGF-B inhibe la proliferación 
celular. La pérdida de varios componentes de la vía de señalización 
contribuye a la proliferación celular anormal y la malignidad. 
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16.5 Vías de señalización controladas por 
ubicuitinación: Wnt, Hedgehog y NF-kB 


Todas las vías de señalización analizadas hasta el momento son re- 
versibles y, por lo tanto, pueden ser apagadas con relativa rapidez si 
la señal extracelular es eliminada. En esta sección, analizamos varias 
vías irreversibles o solo lentamente reversibles en las cuales un com- 
ponente crítico (ya sea un factor de transcripción o un inhibidor 
de un factor de transcripción) se ubicuitina y luego se escinde por 
proteólisis. En primer lugar, analizamos la señalización por los Wnt 
y Hedgehog, dos familias evolutivamente conservadas de proteínas 
de señalización que desempeñan papeles centrales en muchas vías de 
desarrollo y, con frecuencia, inducen la expresión de genes necesarios 
para que una célula adquiera una nueva identidad o destino. Si bien 
las vías de señalización Wnt y Hedgehog emplean diferentes conjun- 


tos de receptores y proteínas de señalización, comparten similitudes, 
razón por la cual las agrupamos: 


* Wnt y Hedgehog se unen a receptores que son similares en su estruc- 


tura a siete receptores acoplados a la proteína G que se expanden pero 
no activan las proteínas G. 


* En el estado de reposo, los factores de transcripción clave de ambas 


vías se ubicuitinan y son marcados para la escisión proteolítica, lo cual 
los torna inactivos. 


* La activación de cada vía implica el desensamblaje de complejos pro- 
teicos citosólicos grandes, la inhibición de la ubicuitinación y la liber- 
ación del factor de transcripción activo. 


* Las cinasas que incluyen la cinasa 3 de la sintasa de glucógeno (GSK3) 
desempeñan papeles centrales en ambas vías de señalización. 


Examinamos luego la vía de NF-kB, una tercera vía de señaliza- 
ción controlada por la ubicuitinación. En este caso, un inhibidor de 
un factor de transcripción, más que el propio factor de transcrip- 
ción, es desactivado por la ubicuitinación. En el estado de reposo, un 
factor de transcripción clave, llamado NF-kB, es secuestrado en el 
citosol unido a un inhibidor. Varias condiciones que inducen estrés 
provocan la ubicuitinación y la degradación inmediata del inhibidor, 
lo que permite que las células respondan de inmediato y vigorosa- 
mente activando la transcripción génica. Al aprender el modo en que 
la vía NF-kB es activada por una clase de receptores de superficie, 
vemos también una función muy distinta de la poliubicuitinación: la 


formación de una plataforma para ensamblar un complejo de trans- 
ducción de la señal clave. 


La señalización Wnt desencadena la liberación 


de un factor de transcripción desde un complejo 
proteico citosólico 


Los componentes de las vías de señalización Wnt y Hedgehog fueron 
dilucidados principalmente mediante análisis genético de las mutan- 
tes de desarrollo en la Drosophila, pero también son operativos en los 
seres humanos. Se piensa que las mutaciones en estas vías desencade- 
nan varios tipos de cánceres humanos. De hecho, 
vertebrados descubierto, el gen Wnt-1 de ratón, 
encontraba sobreexpresado en ciertos cánceres 


el primer gen Wnt de 
fue noticia porque se 
de mama Los trabajos 
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h. 


posteriores mostraron que esta sobreexpresión era provocada por , 
inserción del genoma del virus del tumor mamario de ratón (MMTy 
cerca del gen Wnt-1. Por lo tanto, el gen Wnt-1 es un PrOt0Oncogén 


al cuya expresión inadecuada promueve el inicio 
un gen celular norm 1 1 
La palabra Wntes la amalgama de sin alas 


¿ sbidas 
del cáncer (véase el Cap. 2 
( orrespondiente en la mosca, con ¡y Ps 


¡ , wingless), el gen € 
ea a trovirus en los ratones. 
el sitio de integración del retr 
O ; ontrola numerosos eventos crít; 

La activación de la vía Wnt C 1COs 

del desarrollo, como el desarrollo del cerebro, el patrón de los Miem.- 
¡ l central de la señalización de yy 
bros y la organogénesis. Un pape nt 
. fue revelado por el hallazgo de que 

en la formación de los huesos fu E 
mutaciones inactivadoras de la vía de los componentes Wnt afecta la 
densidad ósea de los seres humanos. Se sabe ahora que la señalización 
de Wnt controla la formación de los osteoblastos (células formado. 
ras de hueso). Adicionalmente, las señales Wnt son importantes para 
controlar las células madre (véase el Cap. 21) y en muchos otros as- 
pectos del desarrollo. o 

Debido a la conservación de la vía de señalización Wnt en la 
evolución de los metazoos, los estudios genéticos en Drosophila y 
C. elegans, estudios de los protooncogenes de ratón y los genes su- 
presores de tumores y los estudios de los componentes de la unión 
celular han contribuido, en conjunto, a identificar varios compo- 
nentes de la vía. Las proteínas Wnt son secretadas al medio extra- 
celular por moléculas de señalización, que son modificadas por la 
adición de un grupo palmitato cerca de su extremo N-terminal. Se 
cree que este grupo hidrofóbico une las proteínas Wnt a la mem- 
brana plasmática de las células que secretan esta proteína y limitan 
así su espectro de acción a las células adyacentes. Las proteínas Wnt 
actúan a través de dos proteínas receptoras de la superficie celular: 
Frizzled (Fz), que contiene siete hélices q que atraviesan la mem- 
brana y se une directamente a Wnt, y un correceptor designado 
LRP, que parece asociarse a Frizzled en una forma dependiente de 
la señal Wnt (véase la Fig. 20-30). Las mutaciones en los genes que 
codifican para las proteínas Wnt, Frizzled o LRP 
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minio citosólico del correceptor de LRP. Este cambio en la localiza- 
ción de la Axina interrumpe las interacciones que estabilizan el com- 
plejo citosólico que contiene Axina, GSK3, CK1 y B-catenina y así 
evita la fosforilación de esta última por CK1 y GSK3. A su vez, esto 
evita la ubicuitinación y la degradación posterior de la P-catenina 
y la estabiliza en el citosol (Fig. 16-30b). Dicho proceso requiere de 
la proteína Dishevelled (Dsh), que se une al dominio citosólico del 
receptor Frizzled. La B-catenina liberada se transloca al núcleo, don- 
de se asocia con un factor de transcripción (TCF) y funciona como 
un coactivador para inducir la expresión de genes diana particulares 
que, con frecuencia, incluyen a los que promueven la proliferación 
celular. (Recuerde que TCF también funciona en la vía de la cinasa 
MAP; véase la Fig. 16-22). ww 

La activación inapropiada de la vía Wnt es característica de mu- 
chos cánceres humanos. En diversos tumores, el nivel de P-catenina 
libre es anormalmente elevado, y esta observación proveyó una de 
las primeras pistas de que la P-catenina puede activar muchos genes 


. . Ll e- 
promotores del crecimiento. Las mutaciones inactivadoras en los g 


últiples tipos de 
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cánceres humanos, al igual que las mutaciones en los sitios de pd 
rilación de la B-catenina para GSK3 o CKl; estas ANDA de 
la formación del complejo citosólico (Fig. 16-304), 19 posa a 
dación de B-catenina y permiten que esta active la expresión gén1 
en ausencia de la señal Wnt normal. 

Entre los genes diana de Wnt se encuentran muchos que contro 
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Frizzled (Fz) 


FIGURA 16-30 Vía de señalización Wnt. (a) En 
ausencia de Wnt, el factor de transcripción TCF se une 

a los promotores o moderadores de los genes diana, 

pero su asociación con los represores de la transcripción, 
como Groucho (Gro), inhibe la activación génica, La 
B-catenina se encuentra en un complejo con la Axina 
(una proteína andamio), el CPA y las cinasas CK1 y 

G5K3, que secuencialmente fosforilan la B-catenina. La 
formación mediada por Axina de este complejo facilita 

la fosforilación de la B-catenina por la GSK3 en un 

factor estimado de 20 000. La ubicuitina ligasa E3 TrCP 
luego se une a dos de estos residuos fosforilados de la 
B-catenina, lo que lleva a la ubicuitinación de esta y a su 
degradación en los proteasomas. (b) La unión de Wnt a su 
receptor Frizzled (Fz) y al correceptor LRP desencadena la 
fosforilación del LRP por GSK3 y otra cinasa, y permite la 
unión ulterior de la Axina. Esto rompe el complejo Axina- 
CPA-CK1-GSK3-B-catenina, y evita la fosforilación de la 
B-catenina por CK1 y la GSK3 y lleva a la acumulación de 
la B-catenina en la célula. Después de la translocación 

al núcleo, la $-catenina se une a TCF para desplazar el 
represor Gro y recluta Pygo, LGS y otras proteínas para 
activar la expresión génica. (Tomado de R. van Amerongen y R. 
Nusse, 2009, Development 136:3205; F. Staal y J. Sen, 2008, Eur. J. Immunol. 
38:1788, y E Verheyen y C. Gottardi, 2010, Dev. Dyn. 239:34. Véase también la 
página web de Wnt: www.stanford.edu/nussselab/cgi-bin/wnv.) 


Para señalizar, la Wnt también debe unirse a los proteoglucanos 
de la superficie celular. La evidencia sobre la participación de los 
proteoglucanos en la señalización por Wnt proviene de las mutantes 
Drosophila sugarless (sgl), que carecen de una enzima clave necesaria 
para sintetizar los GAG heparina y condroitina sulfato. Estas mu- 
tantes tienen niveles muy deprimidos de Wingless (la proteína Wnt 
de la mosca) y exhiben otros fenotipos asociados con defectos en la 
señalización Wnt. Se desconoce el modo en que los proteoglucanos 
facilitan la señalización por Wnt, pero quizás la unión de estas ca- 
denas de glucosaminoglucanos específicas sea necesaria para que se 
una a su receptor Fz o al correceptor LRP. Este mecanismo sería aná- 
logo a la unión del factor de crecimiento de los fibroblastos (FGE) al 
heparán sulfato, que incrementa la unión del FGF a su tirosincinasa 
receptor (véase la Fig. 16-5). 


La señalización Hedgehog alivia la represión 
de los genes diana 


La vía Hedhehog (Hh) es similar a la Wnt por el hecho de que dos 
proteínas de membrana, una con siete segmentos que se expanden 
en la membrana, son necesarias para recibir y transducir una señal. 
La vía Hh también involucra el desensamblaje de un complejo in- 
tracelular que contiene un factor de transcripción, al igual que la 
vía Wnt. A diferencia de la Wnt, la proteína Hh sufre un procesa- 
miento postraduccional característico, que se describe más abajo. 
La señalización Hh también difiere de la señalización de Wnt por- 
que sus dos receptores de membrana se mueven entre lo membrana 
plasmática y las vesículas intracelulares y, en los mamiferos, la se- 
ñalización Hh está restringida al cilio primario que sobresale desde 


la superficie celular. 
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Si bien la Hedgehog es una proteína secretada, se mueve solamen- 
te una corta distancia desde una célula de señalización del orden de 
1 a 20 células y es unida por receptores de las células que la reciben. 
Así, las señales Hh, al igual que las Wnt, tienen efectos bastante loca- 
lizados. A medida que la Hh difunde aumentando la distancia de las 
células que la secretan, su concentración disminuye y diferentes con- 
centraciones de Hh inducen distintos destinos en las células diana: 
las que reciben una gran cantidad de Hh encienden ciertos genes y 
forman ciertas estructuras; las que reciben una cantidad más peque- 
ña encienden genes distintos y así forman estructuras diferentes. Las 
señales que inducen diferentes destinos celulares dependiendo de su 
concentración en las células efectoras se conocen como morfógenos. 
Durante el desarrollo, la producción de Hedgehog y otros morfóge- 
nos está estrechamente regulada en tiempo y espacio. 


Procesamiento de la proteína precursora Hh La Hedgehog se for- 
ma a partir de una proteína precursora con una actividad autopro- 
teolítica que permite que la proteína se corte a sí misma por la mitad. 
La escisión produce un fragmento N-terminal, que posteriormente 
se secreta para señalizar para otras células, y un fragmento C-termi- 
nal, que se degrada. Como se muestra en la Figura 16-31, la escisión 
del precursor está acompañada por la adición covalente del lípido 
colesterol al nuevo carboxi terminal del fragmento N-terminal. El 
dominio C-terminal del precursor, que cataliza estas reacciones, se 
encuentra en otras proteínas y puede promover mecanismos auto- 
proteolíticos similares. 

Una segunda modificación a la Hedgehog, la adición de un grupo 
palmitoílo al N-terminal, torna a la proteína aún más hidrofóbica. 
En conjunto, los dos grupos hidrofóbicos unidos pueden hacer que 
la Hedhehog secretada es una de forma no específica y reversible a las 
membranas plasmáticas y limitan y cambian su difusión y su acción 
en los tejidos. La restricción espacial desempeña un papel crucial en 
la restricción de los efectos de poderosas señales como la Hh. Recuer- 
de que los grupos palmitoílo también se añaden a las proteínas Wnt 
y probablemente también hagan que la Wnt se una reversiblemente a 
las células, lo cual restringe la señalización Wnt a las células adyacen- 
tes a la célula que emitió la señal. 


La vía Hh en la Drosophila Estudios genéticos en la Drosophila indi- 
can que dos proteínas de la membrana, Smoothened (Smo) y Patched 
(Ptc), son necesarias para recibir y transducir una señal Hedgehog 
al interior de la célula. La Smoothened tiene siete hélices O. que se 
extienden en la membrana y está relacionada en sus secuencias con 
el receptor Fz de Wnt. Se predice que Patched contiene 12 hélices 
O. transmembrana y es en gran medida similar en su estructura a la 
proteína Niemann-Pick C1 (NPC1), un miembro de la superfamilia 
ABC de proteínas de la membrana (véase el Cuadro 11-3). 

La Figura 16-2 muestra un modelo actual de la vía de Hedgehog 
(Hh) en la Drosophila. Inicialmente, la evidencia que apoya este 
modelo provino de estudios hechos en embriones de la mosca con 
mutaciones con pérdida de la función en los genes hedgehog (hh) 
o smoothened (smo). Ambos tipos de embriones mutantes tienen 
fenotipos de desarrollo muy similares. Más aún, tanto los genes 
hh como smo son necesarios para activar la transcripción de los 
mismos genes diana (p. ej., patched y wingless) durante el desarro- 
llo embrionario. Por el contrario, las mutaciones con pérdida de 
la función en el gen patched (ptc) producen un fenotipo bastante 
distinto, similar al efecto de inundación del embrión con la pro- 
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FIGURA 16-31 Procesamiento de la proteína precursora Hedgehog 
(Hh). Las células sintetizan un precursor de 45 kDa Hh, que sufre ataque 
nucleofílico por la cadena lateral tiol de la cisteína 258 (Cys-258) del carbono 
del carbonilo del residuo adyacente de glicina 257 (Gly-257), que forma un 
intermediario tioéster de alta energía. Una actividad enzimática del dominio 
C-terminal cataliza luego la formación de un enlace éster entre el grupo 
hidroxilo B-3 del colesterol y la glicina 257, lo que escinde el precursor en dos 
fragmentos. El fragmento de señalización N-terminal (azul) retiene el colesterol 
y también se modifica por la adición de un grupo palmitoílo en el N-terminal, 
Se piensa que este procesamiento ocurre principalmente dentro de la célula. 
Las dos anclas hidrofóbicas pueden fijar la proteína secretada, procesada, Hh a 
la membrana plasmática. (Adaptado de J. A. Porter y Cols, 1996, Science 274:255,) 


teína Hedgehog. Así, Patched parece antagonizar las acciones de 
Hedgehog y viceversa. Estos hallazgos sugieren que, en ausencia 
de Hedgehog, Patched reprime los genes diana al inhibir una vía 
de señalización necesaria para la activación génica. La observación 
adicional de que Smoothened es necesaria para la transcripción de 
los genes diana en los Mutantes que carecen de función patched 
ubica a Smoothened corriente abajo de Patched en la vía Hh. La 
evidencia indica que Hedhehog se une directamente a Patched y 


evita que este bloquee la acción de Smoothened, lo cual activa la 
transcripción de los genes diana. 
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FIGURA 16-32 La señalización Hedgehog en las moscas. (a) En ausencia 
de la hedgehog (Hh), la proteína patched (Ptc) inhibe la proteína smoothened 
(Smo), presente principalmente en la membrana de vesículas internas. Un 
complejo que contiene Fused (Fu), una cinasa; otras cinasas; Costal-2 (Cos-2), 
una proteína motora relacionada con la cinecina; y Cubitis interruptus (Ci), un 
factor de transcripción que se une al dedo de zinc, se une a los microtúbulos. 
Ci se fosforila en una serie de pasos que involucran la proteincinasa A (PKA), 

la sintasa-cinasa 3 glucógeno (G5SK3) y la caseína-cinasa 1 (CK1). Luego, la Ci 
fosforilada se escinde proteolíticamente por acción de la vía de la ubicuitina- 
proteasoma, y esto genera el fragmento Ci75, que funciona como un represor 
de la transcripción de los genes que responden a Hh. Su(Fu) también puede 
asociarse a lo largo de toda la Ci para evitar su translocación al núcleo. (b) 


una proteína del tipo de la cinesina asociada a los microtúbulos; y 
Cubitis interruptus (Ci), un factor de transcripción. Este complejo 
se une a los microtúbulos del citosol. La fosforilación de Ci por al 
menos tres cinasas provoca la unión de un componente de un com- 
plejo ubicuitina ligasa que, a Su vez, dirige la ubicuitinación de Ci 
y su direccionamiento a los proteasomas allí. La Ci es sometida a 
escisión proteolítica; el fragmento de Ci resultante, designado C171, 
se transloca al núcleo y reprime la expresión de los genes diana Hh. 

Después de la unión de Hedgehog al receptor Patched, ambas 
proteínas se mueven desde la superficie celular a las vesículas in- 
ternas, mientras que Smoothened lo hace desde las vesículas inter- 
nas a la membrana plasmática; la unión de Hedgehog a Patched 
también inhibe su capacidad de inhibir Smoothened (Fig. 16-324). 
Esto desencadena varias respuestas celulares, que incluyen un in- 
cremento en la fosforilación de Fu y Cos2. Es importante conside- 
rar que el complejo de Fu, Cos2 y Ci se disocia de los microtúbulos, 
y Cos2 se asocia con la cola C-terminal de Smoothened. La ruptura 
resultante del complejo Fus, Cos2 y Ci provoca una reducción tan- 
to en la fosforilación como en la escisión de Ci. Como resultado, 
se genera una forma modificada de Ci en toda su longitud, llama- 
da Ci*, y se transloca al núcleo, donde se une al coactivador de la 
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(b) +Hh 
Ptc 


Smo se mueve a la 
membrana plasmática 


Hh se une a la Ptc y provoca que cierta Ptc se mueva a los compartimientos 
internos (no se muestra) y alivia la inhibición de la Smo. Entonces, Smo se 
mueve a la membrana plasmática, se fosforila, se une a la Cos-2 y se estabiliza a 
partir de la degradación. Tanto Fu como Cos-2 se fosforilan extensamente y, lo 
que resulta más importante, el complejo Fu-Cos 2-Ci se disocia. Esto conduce 
a la estabilización de una Ci, Ci* modificada alternada en toda su longitud que 
desplaza al represor Ci75 del promotor de los genes diana, recluta la proteína 
activadora de unión a CREB (CBP) e induce la expresión de los genes diana. Se 
desconocen los compartimientos exactos de la membrana en los cuales Ptc 

y Smo responden a Hh y su función. (Tomado de S. Goetz y K. Anderson, 2010, Nature Rev 
Genet. 11:331,) 


transcripción, proteína que une CREB (CBP), lo que promueve la 
expresión de los genes diana. 


Regulación de la señalización Hh El control por retroalimentación 
de la vía Hh es importante porque la señalización Hh sin restriccio- 
nes puede provocar el sobrecrecimiento canceroso o la formación de 
los tipos celulares erróneos. En Drosophila, uno de los genes induci- 
dos por la señal Hh es patched. El incremento ulterior en la expresión 
de Patched antagoniza la señal Hh en gran medida por la reducción 
del depósito de la proteína Smoothened activa. Así, el sistema está 
amortiguado: si durante el desarrollo se genera demasiado Hh, se 
compensará con un incremento consecuente de Patched; si se produ- 
ce muy poca señal Hh, la cantidad de Patched disminuye. 


La señalización de Hedgehog en los vertebrados 
involucra a los cilios primarios 


La vía de señalización Hh de los vertebrados comparte muchas carac- 
terísticas con la vía en Drosophila, pero también hay algunas dileren- 
cias sorprendentes. En primer lugar, los genomas de los mamíferos 
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contienen tres genes hh diferentes y dos genes pic, que se expresan 
diferencialmente en varios tejidos. En segundo lugar, los mamíferos 
expresan tres factores de transcripción Gli que se dividen los papeles 
de la única proteína Ci de la Drosophila. Todos los demás componen- 
tes de la vía Hh también están conservados. 

El aspecto más fascinante de la vía Hh de los mamíferos es la 
importancia recién reconocida del cilio primario. Los cilios son las 
estructuras de membrana largas que sobresalen desde la superficie 
celular. Los papeles de los abundantes cilios de la tráquea en movi- 
lizar materiales a lo largo de la superficie de esta y de los flagelos en 
el movimiento de los espermatozoides son bien conocidos (véase 
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FIGURA 16-33 La señalización Hedhehog en los vertebrados. La 
señalización Hedgehog (Hh) ocurre en los cilios primarios, pero de cualquier 
modo el proceso general es similar al de las moscas. (a) En ausencia de Hh, 
Patched se localiza en la membrana de los cilios y, de un modo desconocido, 
bloquea la entrada de Smoothened a ellos; Smo está presente principalmente 
en la membrana de las vesículas internas. La cinesina KIF7 (el homólogo de 
Cos-2) se une a los microtúbulos de la base de los cilios, donde puede formar 
un complejo con el factor de transcripción Gli (el homólogo en los vertebrados 
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de Ci), SuFu y las cinasas. KIF7 evita el enriquecimiento de Gli dentro del cilio 
y promueve el procesamiento proteolítico de Gli al represor de Ae ari 
La unión de Hh desencadena el movimiento de Smo a la membrana e cilio 
y el movimiento de la proteína motora KIf 7 hasta el extíémo del microtúbulo 
ciliar, donde Gli se acumula y se activa por un mecanismo aún desc do 
Luego, la Gli activada es transportada hacia la E nera V A Ja 
al citosol. (Tomado de 5 Goetz y K. Anderson, 2010, Nature Re era 3 y ca 


la pérdida de ciertos tipos de células del tubo neura] que requieren 
altos niveles de una proteína Hh. Muchas de estas mutaciones se 
encontraban en los genes que codificaban las proteínas TIE, lo di 
indica UN papel para los cilios (o flagelos) en la señalización Eh. 

El análisis posterior mostró que, en ausencia de señalización 
Hh, la Ptc se localiza en la membrana del cilio primario, 
en las vesículas internas cercanas a la base del cilio ( 
Después de la adición de Hh, Smo se localiza en la m 
cilio, mientras que Ptc sale de la membrana del cilio ( 
Este movimiento de la Smo involucra la fosforilación 
citosólico C-terminal del receptor por la cinasa del receptor B-adre- 
nérgico (BARK), la misma enzima que modifica a los receptores aco- 
plados a la proteína G. Luego, la B-arrestina se une a Smo y, a su vez 
recluta la proteína motora de los microtúbulos Kif3A, que se une É 
los microtúbulos del centro del cilio y mueve la Smo hacia la parte 
superior de la membrana del cilio. Al mismo tiempo, la degradación 
de la Gli a un fragmento del represor está bloqueada, y la proteína 
motora Kif7 mueve la Gli a la punta del cilio. Allí, es activada por 
Smo mediante un mecanismo que aún se desconoce, y luego otra 
proteína motora, una dineína, mueve la Gli activada hasta la base 
del cilio (Fig. 16-31b). Al igual que en las moscas, este factor de 
transcripción activo luego se mueve al núcleo, donde puede activar 
la expresión de múltiples genes diana. 

No queda claro por qué durante la evolución de los vertebrados 
los cilios primarios se volvieron necesarios para la señalización Hh, 
dado que el mismo resultado (la conversión de un factor de transcrip- 
ción desde un represor a un activador de la expresión génica) ocurre 
corriente abajo de la señalización Hh, tanto en los sistemas mamífe- 
ros como invertebrados. 


y la Smo, 
Fig. 16-334), 
embrana del 
Fig. 16-33b). 
del dominio 


La inactivación inadecuada de la señalización Hh es la causa de 

varios tipos de tumores humanos, que incluyen los meduloblas- 
tomas (tumores de cerebelo) y los rabdomiosarcomas (tumores mus- 
culares). Los cilios primarios son esenciales para esta señalización 
anormal de Hh y los fármacos que inhiben la función de los cilios 
primarios están siendo probados en modelos animales de estos cán- 
ceres. Por ejemplo, la expresión de una forma mutante activada de 
Smoothened en el cerebro del ratón posnatal causará meduloblasto- 
mas, pero estos tumores no se ocasionarán si en simultáneo se inac- 
tiva un gen que codifica una proteína esencial de los cilios. M 


La degradación de una proteína inhibidora activa 
el factor de transcripción NF-kB 


En el estado en reposo de las vías Wnt y Hedgehog, un factor de al 
cripción clave se ubicuitina y €s sometido a degradación proteo ítica; 
la activación de la vía de señalización implica el bloqueo de la ubicui- 
tinación y la liberación del factor de transcripción en su ao rela 
La vía NF-kB opera de modo opuesto: en el estado de reposo, e a 
de transcripción NF-kB queda retenido en el citosol, unido a un in 

bidor; la activación de la vía de señalización involucra la a 
ción seguida de la degradación del inhibidor, lo que desencadena la 
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NF-kB (un acrónimo que proviene del descriptor “moderador 
del factor nuclear de la cadena ligera kappa de las células B activa- 
das” o su denominación en inglés nuclear-factor kappa-light-chain 
enhancer of activated B cells) se activa rápidamente en las células 
del sistema inmunitario de mamíferos en respuesta a la infección 
bacteriana y viral, la inflamación y un número de otras situaciones 
estresantes, como la radiación ¡onizante. La vía NF-kB se activa en 
algunas células del sistema inmunitario cuando los componentes de 
la pared celular bacteriana o fúngica se unen a ciertos receptores del 
tipo Toll de la superficie celular (véase la Fig. 23-23). Esta vía también 
es activada por las llamadas citocinas inflamatorias, como el factor de 
necrosis tumoral O. (TNFoL) y la interleucina 1 (IL-1), que son libera- 
das por casi todas las células como respuesta a la infección. En todos 
los casos, la unión de un ligando a su receptor induce el ensamblaje 
de un complejo multiproteico en el citosol, cerca de la membrana 
plasmática, que desencadena una vía de señalización que da como 
resultado la activación del factor de transcripción NF-kB. 

Originalmente, el NF-kB fue descubierto sobre la base de la ac- 
tivación transcripcional del gen que codifica la cadena ligera de los 
anticuerpos (inmunoglobulinas) de las células B. Ahora se cree que 
es el regulador maestro de la transcripción del sistema inmunitario 
de los mamíferos. Si bien las moscas no sintetizan anticuerpos, los 
homólogos de NF-kB de la Drosophila inducen la síntesis de un gran 
número de péptidos antimicrobianos secretados en respuesta a la in- 
fección bacteriana y viral. Este fenómeno indica que el sistema regu- 
lador NF-kB ha sido conservado durante la evolución y tiene más de 
quinientos millones de años. 

Estudios bioquímicos de las células de mamíferos y estudios 
genéticos realizados en moscas proporcionaron evidencias impor- 
tantes acerca de la función de la vía NF-kB. Las dos subunidades 
del NF-kB heterodimérico (p65 y p50) comparten una región de 
homología en su N-terminal necesaria para su dimerización y la 
unión al DNA. En células que no están siendo sometidas al estrés o 
respondiendo a signos de infección, la unión directa a un inhibidor 
llamado I-kBa secuestra NF-kB en estado inactivo en el citosol. 
Una única molécula de 1-kBa se une a los dominios apareados N- 
terminales del heterodímero p50-p65 y enmascara así sus señales 
de localización nuclear (Fig. 16-34a). Un complejo de tres proteí- 
nas, llamado I-kB cinasa, opera inmediatamente corriente arriba 
de NF-kB y es responsable de liberarla del secuestro. La subunidad 
de la cinasa f de I-kB cinasa es el punto de convergencia de todas 
las otras señales extracelulares que activan la NF-kB mencionada 
más arriba. En el lapso de minutos después de la estimulación de 
la célula por un agente infeccioso o una citocina inflamatoria, la 
subunidad B de la cinasa IKK se activa por la fosforilación y luego 
fosforila los dos residuos de serina N-terminales de la I-kBa (Pig. 
16-34a, pasos M y Ed). Una ubicuitina-ligasa E3 luego se une a 
estas fosfoserinas y poliubicuitina I-kBa, lo que desencadena su 
degradación inmediata por un proteasoma (pasos E y Bl). En las 
células que expresan formas mutantes de 1-kBa en las cuales es- 
tas dos serinas han sido cambiadas a alanina y, por lo tanto, no 
pueden fosforilarse, NF-kB está permanentemente inactiva, lo que 
demuestra que la fosforilación de 1-kBa es esencial para la activa- 
ción de la vía. 

La degradación de 1-kBa expone las señales de localización nu- 
clear de NF-kB que, a su vez, se translocan al núcleo y activan la 
transcripción de una multitud de genes diana (Fig. pts: pa 
B y BB). A pesar de su activación por la proteólisis, la señalización 
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FIGURA 16-34 Activación de la vía de señalización de NF-kB. (a) En las 
células en reposo, el factor NF-kB dimérico de transcripción, compuesto por 
las subunidades p50 y p65, es secuestrado en el citosol unido al inhibidor 
I-xBaz Paso l: la activación de la cinasa trimérica 1-kB es estimulada por 
muchos agentes, que incluyen la infección viral, la radiación ¡onizante, 

la unión de las citocinas proinflamatorias TNFa o IL-1 a sus receptores 
respectivos o la activación de cualquiera de los receptores tipo Toll por 
componentes de las bacterias o los hongos invasores. Paso EX la subunidad 
B de la cinasa |-kB luego fosforila el inhibidor l-kBa, que entonces se une a 
una ubicuitina-ligasa E3. Pasos E y EX la poliubicuitinación ligada a lisina 48 
de |-kBa posterior la marca para su degradación por proteasomas. Paso El la 
eliminación de l-kBa desenmascara las señales de localización nuclear (SLN) 
en ambas subunidades de NF-kB, lo que permite su translocación al núcleo. 
Paso Bl: en el núcleo, NF-kB activa la transcripción de numerosos genes 
diana, incluido el que codifica l-kBa,, que actúa para terminar la señalización 
y los genes que codifican varias citocinas inflamatorias. (b) La unión de 

la interleucina-1$ (IL-18) a los receptores de IL-1 (IL-1R) desencadena la 
oligomerización del receptor y el reclutamiento de varias proteínas al 
dominio citosólico del receptor que incluye TRAF6 y la E3 ubicuitina-ligasa, 
de lisina-63 ligada a poliubicuitina 
complejo. Las cadenas de poliubicuitina 
reclutamiento de la cinasa TAK1 y 

plejo trimérico l-k8 cinasa. La TAK1 luego se 

P de la 1-kB cinasa activa su actividad de cinasa 
a] tomado de R. Khush y cols. 2001, Trends Immunol. 
625, parte [b] tomada de B. Skaug y cols, 2009, Ann 


NF-KB finalmente se apaga por un bucle de retroalimentación ne- 
gativo, dado que uno de los genes cuya transcripción es inmediata- 
mente inducida por NF-kB codifica I-kBa.. Los niveles resultantes 
aumentados de la proteína I-kBa. se unen a la NF-kB del núcleo y 
la regresan al citosol. 

En muchas células del sistema inmunitario, la NF-kB estimula la 
transcripción de más de 150 genes, incluidos los que codifican cito- 
cinas y quimocinas; estos últimos atraen a otras células del sistema 
inmunitario y a los fibroblastos a los sitios de la infección. La NF-kB 
también promueve la expresión de proteínas receptores que permi- 
ten que los neutrófilos (un tipo de linfocito) migren desde la sangre 
al tejido subyacente (véase la Fig. 20-39). Además, la NF-kB estimula 
la expresión de ¡NOS, la isoforma inducible de la enzima que pro- 
duce óxido nítrico, tóxico para las bacterias, como así la expresión 
de varias proteínas antiapoptóticas que evitan la muerte celular. Así, 
este factor de transcripción simple coordina la defensa del organis- 
mo y la activa de modo directo, y responde a los patógenos y al estrés 
o, indirectamente, a las moléculas de señalización liberadas desde 
otros tejidos y células infectados o dañados. 


Las cadenas de poliubicuitina sirven como 
plataformas que vinculan los receptores a proteínas 
corriente abajo en la vía del NF-xB 


Hemos visto que la subunidad b cinasa de 1-kB es el punto de con- 
vergencia para las señales extracelulares transmitidas a través de 
múltiples receptores, que incluyen Toll e IL-1. Dado que los domi- 
nios citosólicos de Toll e IL-1 no tienen actividad enzimática, du- 
rante muchos años fue un misterio el modo en que la activación de 
estos receptores llevaba a la activación y fosforilación de la subu- 
nidad PB de la cinasa de I-kB. Investigaciones iniciales demostraron 
que la presencia de IL-1 conducía a la oligomerización del receptor 
de IL-1 y a la unión de varias proteínas a su dominio citosólico, 
incluida la TRAF6, una E3 ubicuitina-ligasa que sintetiza cadenas 
de poliubicuitina. Dado que entonces se pensaba que toda la po- 
liubicuitinación señalizaba la degradación por proteasomas, los 
investigadores buscaron proteínas diana ubicuitinadas que se des- 
truyeran con rapidez. Al no encontrarlas, buscaron otros posibles 
papeles para la poliubicuitina y pronto encontraron que, depen- 
diendo de la ligasa de ubicuitina E3 específica, la ubicuitina forma 
múltiples tipos de polímeros que tienen diferentes estructuras y 
funciones biológicas. 

La E3 ubiquitina-ligasa que modifica I-kBo. liga el extremo car- 
boxilo de una ubicuitina a la lisina 48 (K48) de otra; esta poli-K48 
ubicuitina direcciona la proteína unida al proteasoma (Fig. qe 
364). Por el contrario, la E3 ligasa TRAF6 une el carboxi-terminal 
de una ubicuitina a la lisina 63 (K63) de otra (véase la Fig. 3-34). 
La cadena de poli-K63 resultante no direcciona las protelnes pa 
la degradación; en lugar de ello, estas cadenas de ubicuitina actúan 
como plataformas que unen proteínas con un dominio poli-K63 de 
unión a ubicuitina. Una de estas es la proteincinasa TAK1, que se 
activa al unirse a la cadena de poliubicuitina; otra es la subunidad 
NEMO de la cinasa I-kB. Así, la unión a la poli-K63 ubicuitina 
lleva a la cinasa y a su diana, la subunidad P cinasa de la 1-kB, a 


la proximidad, de modo tal que la TAK1 puede fosforilar y activar 
Como se notó previa- 


esta cinasa corriente abajo (Fig. 16-36b). 
diferentes tipos 


Mente, esta cinasa entonces fosforila I-kBO. Así, 
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de cadena de poliubicuitina participan de modo muy diferente en 
la transmisión de la señal IL-1 a la activación de los factores de 


transcripción NF-kB. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 16.5 


Vías de señalización controladas por la 
ubicuitinación: Wnt, Hedgehog y NF-kB 


» Muchas vías de señalización implican la ubicuitinación y proteólisis 
de la proteína diana y, de este modo, son irreversibles o solo 
lentamente reversibles. Las proteínas diana pueden ser un factor de 
transcripción o un inhibidor de un factor de transcripción. 


- Wnt controla numerosos eventos críticos del desarrollo, como el 
desarrollo cerebral, la formación de miembros y la organogénesis. 
Hedgehog funciona como un morfógeno durante el desarrollo. Las 
mutaciones activadoras de ambas vías pueden provocar cáncer. 


* Tanto Hedgehog como Wnt son proteínas secretadas que contienen 
anclas lipídicas que las fijan a las membranas celulares y reducen así 
su espectro de señalización. 


* Las señales de Wnt actúan a través de dos proteínas de superficie 
celular, el receptor Frizzled y el correceptor LRP, y un complejo 
intracelular que contiene fB-catenina (véase la Fig. 16-30). La unión 
de Wnt promueve la estabilidad y localización nuclear de B-catenina 
que, de modo directo o indirecto, promueve la activación del factor 
de transcripción TCF. 


+ La señal Hedgehog actúa también a través de dos proteínas de 
la superficie celular, Smoothened y Patched, y de un complejo 
intracelular que contiene el factor de transcripción Cubitis 
interruptus (Ci) (véase la Fig. 16-32). Una forma activadora de Ci 
se genera en presencia de Hedgehog; un fragmento represor Ci se 
genera en ausencia de Hedgehog. Tanto Patched como Smoothened 
cambian su localización subcelular en respuesta a Hedgehog unido 
a Patched. 


* La señalización de Hh en los vertebrados requiere el transporte en 
los cilios primarios e intraflagelar de proteínas. Patched se localiza en 
la membrana de los cilios en ausencia de Hh, y Smo se mueve hacia 
los cilios cuando hay Hh presente (véase la Fig. 16-33). 


* El factor de transcripción NF-kB regula muchos genes que permiten 
a las células responder a la infección y a la inflamación. 


* En las células no estimuladas, NF-kB se localiza en el citosol, unida a 
la proteína inhibidora I-kBa.. En respuesta a muchos tipos de señales 
extracelulares, la ubicuitinación dependiente de la fosforilación y la 
degradación de I-kBa en los proteasomas libera NF-kB activa que se 
transloca al núcleo (véase la Fig. 16-34a). 


+ Las cadenas de poliubicuitina ligadas al receptor IL-1 activado 
forman una plataforma que lleva la cinasa TAK1 cerca de su sustrato, 
una subunidad de la cinasa I-kB, y así permite que las señales se 
transmitan desde el receptor a componentes corriente abajo de la vía 
NF-kB (véase la Fig. 16-34b). 
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16.6 Vías de señalización controladas por la 
escisión proteica: Notch/Delta, SREBP 


En esta sección, consideramos las vías de señalización activadas por 
la escisión proteica en un espacio extracelular (con frecuencia, en la 
superficie de la célula), en general por miembros de la familia de la 
metaloproteasa de la matriz (MMP), Por ejemplo, en la vía Notch/Del- 
ta, la escisión de MMP de la parte extracelular de receptor Notch es 
seguida de su escisión dentro de la membrana plasmática por una 
proteasa distinta, con liberación del dominio citosólico que funciona 
como factor de transcripción. Esta vía determina los destinos de mu- 
chos tipos de células durante el desarrollo. 

Previamente en este capítulo, vimos que múltiples factores de cre- 
cimiento emiten señales a través de receptores tirosincinasa. Muchos 
de estos factores de crecimiento, incluidos los miembros de la fami- 
lia del factor de crecimiento epidérmico (EGF), se sintetizan como 
precursores que atraviesan la membrana y pueden emitir señales a 
células adyacentes al unirse a receptores EGF sobre sus superficies. 
Sin embargo, la escisión de estas proteínas por metaloproteasas de la 
matriz libera los factores de crecimiento activos al medio extracelular, 
lo que les permite emitir señales a las células mucho más distantes y 
aun a las células que los han liberado (señalización autocrina). Dado 
que este proceso implica una forma de escisión proteolítica similar 
a lo que ocurre en la vía Notch/Delta, también la consideraremos 
aquí. La activación y liberación de factores de crecimiento por esci- 
sión proteica está alterada en muchos cánceres y podría conducir a un 
agrandamiento, con frecuencia fatal, del corazón. La escisión inade- 
cuada de MMP, otra proteína que se expande en la membrana, ha sido 
implicada en la patología de la enfermedad de Alzheimer. 


Citosol 


FIGURA 16-35 Vía de señalización Notch/ 
Delta. En ausencia de Delta, la subunidad 
extracelular de Notch en una célula que 
responde está asociada de modo no covalente 
con su subunidad citosólica transmembrana. 
Cuando Notch se une a su ligando Delta 

en una célula de señalización adyacente 

(paso II), Notch es inicialmente escindida 

por la metaloproteasa de la matriz ADAM 

10, que está unida a la membrana, y libera 

el segmento extracelular de Notch (paso EJ). 
Luego la subunidad de nicastrina del complejo 
de cuatro proteínas secretasa-y se une al 

tocón generado por ADAM 10 y la proteasa 
supuesta, presenilina 1, cataliza una escisión 
intramembrana que libera el segmento 
citosólico de Notch (paso EJ). Después de la 
translocación al núcleo, este segmento Notch 
interactúa COn varios factores de transcripción 
para afectar la expresión de los genes que, a su 
vez, influyen en la determinación del destino 
celular durante el desarrollo (paso EJ). (Véase m 

S. Brown y cols, 2000, Cel/ 100:391 y D. Seals y S, Courtneidge, 
2003, Genes Dev. 17-7,) 
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CAPÍTULO 16 * Vías de señalización que controlan la expresión génica 


La escisión regulada de proteínas también co lunas 
vías de señalización intracelular. Así, concluimos a al1sis des. 
cribiendo una de estas vías: la escisión de un aa e un factor 
de transcripción dentro de la membrana, en e pa el de la 
membrana del Golgi, en respuesta 2 bajos 0 pr p erol. Est 
vía resulta esencial para el mantenimiento A a PoR rl 
de colesterol y fosfolípidos para la construcción de las membranas 


celulares (véase el Cap. 10). 


receptor Notch se escinde 


unión de Delta, el no 
0 pción componente 


y libera un factor de transcri 


Tanto el receptor conocido como Notch como su ligando Delta son 
A anden y se encuentran sobre la su- 
proteínas transmembrana que se exp ad rd 
perficie celular. Notch también tiene otros ligandos, p , , nis- 
mos moleculares de activación son los mismos con cada uno de ellos. 
El Delta de una célula se une a Notch de una célula adyacente (pero no 
de la misma célula) y lo activa, de modo tal que sufre aos eventos de 
escisión; estos resultan en la liberación del dominio citosólico de Notch 
que funciona como un factor de transcripción. o 
La Notch se sintetiza como una proteína monomeérica de la mem- 
brana en el retículo endoplasmático. En el complejo de Golgi, sufre 
una escisión proteolítica que genera una subunidad extracelular y una 
subunidad citosólica transmembrana; ambas permanecen asociadas de 
manera no covalente entre sí. Después de la unión de Delta, la proteína 
Notch sobre la célula que responde sufre dos escisiones proteolíticas 
adicionales (Fig. 16-35). La primera es catalizada por ADAM 10, una 
metaloproteasa de la matriz. (El nombre ADAM proviene de a disin- 
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los factores 
de transcripción 


tegrin and metalloprotease, lo que en español significa una desintegri- 
na y una metaloproteasa; una desintegrina es un dominio de proteína 
conservado que une integrinas y rompe las interacciones célula-matriz; 
véase el Cap. 20). La segunda escisión ocurre dentro de la región hidro- 
fóbica que se extiende en la membrana de Notch y está catalizada por 
un complejo transmembrana de cuatro proteínas llamado secretasa-g. 
Esta escisión ea el segmento citosólico de Notch que de inmediato 
se transloca al núcleo, donde afecta la transcripción de varios genes 
diana. Aún no se comprende bien de qué manera la hidrólisis del enlace 
peptídico puede ocurrir dentro del ambiente hidrofóbico del interior 
de la membrana. Esta proteólisis intramembrana regulada (RIP) induci- 
da por la señal se emplea en una variedad de sistemas de señalización, 
que incluyen la respuesta de las células al bajo colesterol (véase más 
adelante) y a la presencia de proteínas no plegadas en el retículo endo- 
plasmático (véase el Cap. 13). 

El complejo de secretasa-y contiene una proteína llamada prese- 
nilina 1 y otras tres subunidades esenciales, aph-1, pen-2 y nicastrina. 
La presenilina 1 (PS1) fue identificada inicialmente como el producto 
de un gen que por lo general se encuentra mutado en pacientes con 
una forma autosómica dominante de la enfermedad de Alzheimer. 
Los estudios realizados en células que carecen de nicastrina mostra- 
ron que la secretasa-y puede escindir proteínas solo que han sido pri- 
mero hidrolizadas por ADAM u otra metaloproteasa de la matriz. La 
nicastrina se une al tocón extracelular N-terminal de la proteína de 
membrana generado por la primera proteasa (véase la Fig. 16-35). Sin 
este tocón, la nicastrina, y así el complejo de la secretasa-y completo, 
no puede interactuar con su proteína diana. Más adelante, examina- 
mos el papel de las proteínas ADAM y la secretasa-y en el desarrollo 
de la enfermedad de Alzheimer. 

La localización de Notch y Delta en células distintas, adyacentes, 
es esencial porque participan en un proceso de diferenciación celular 
muy conservado e importante tanto en invertebrados como en verte- 
brados, llamado inhibición lateral. En este proceso, células adyacentes 
e inicialmente equivalentes en el desarrollo asumen destinos totalmen- 
te distintos. En efecto, una célula en un grupo de células equivalentes 
instruye a las otras que se encuentran alrededor a elegir un destino dis- 
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FIGURA 16-36 Escisión proteolítica de la APP y la enfermedad de 


Alzheimer, (Izquierda) La escisión proteolítica secuencial st a 
(ADAM 10 o ADAM 17) (ED) y secretasa-y (E) produce un péptido E 
aminoácidos inocuo inserto en la membrana. (Derecha) resol e 
dominio extracelular por Una secretasa-P (MI) seguida de pensó SA 
de la membrana por la secretasa-Y (E) que genera el pépti 


tinto. Como ejemplo de cómo ocurre esto en la Drosophila, el segmento 

intracelular liberado de Notch forma un complejo con una proteína 

que se une al DNA, llamada supresora de la ausencia de pelo (Sup- 

presor of Hairless) o Su (H). Este complejo estimula la transcripción 
de muchos genes cuyo efecto neto es influenciar la determinación del 
destino celular durante el desarrollo. Una de las proteínas aumentadas 
de este modo es la propia Notch, y la producción de Delta se reduce en 
consecuencia. Así, una célula que debe tener un poco más de Notch 
que sus vecinas será estimulada para producir aún más Notch y menos 
Delta y para asumir un destino en el desarrollo distinto del de las célu- 
las adyacentes ricas en Delta. De este modo, la regulación recíproca de 
receptor y ligando es una característica esencial de la interacción entre 
las células inicialmente equivalentes que hace que adopten diferentes 
destinos celulares. 


Las metaloproteasas de la matriz catalizan la 
escisión de muchas proteínas de señalización desde 
la superficie celular 


Muchas moléculas de señalización son sintetizadas como proteínas 
transmembrana cuyo dominio señal se extiende dentro del espacio 
extracelular. Estas proteínas de señalización, como la Delta descrita 
más arriba, con frecuencia tienen actividad biológica, pero solo pue- 
den emitir señales al unirse a receptores de células adyacentes. Sin 
embargo, muchos factores de crecimiento y otras proteínas señal son 
sintetizados como precursores transmembrana cuya escisión libera la 
molécula soluble de señalización activa al espacio extracelular. Con 
frecuencia, esta escisión es llevada a cabo por metaloproteasas de la 
matriz (MMP), que son enzimas que contienen metal y escinden los 
segmentos extracelulares de proteínas diana cercanas a la superficie 
externa de la membrana plasmática. El genoma humano codifica 19 
metaloproteasas de la familia ADAM, y muchas están involucradas 
en la escisión de los precursores de proteínas de señalización justo 
por fuera de su segmento transmembrana. Esta proteólisis mediada 
por ADAM de tales precursores es similar a la escisión de Notch por 
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Placa amiloide 


Ab 
de mayor tamaño presentes en el cerebro de los pacientes con enfermedad 
de Alzheimer. En ambas vías, el segmento citosólico de la APP se libera en el 
citosol, pero su función es desconocida. (Véase S. Lichtenthaler y €. Haass. 2004. J Clin invest 
113-1384, y V Wilquet y B De Strooper, 2004, Curr Opin. Neurobiol 14.582 Inset O ISM/Phototake) 


que espontáneamente forma oligómeros y luego, las placas amiloides 
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ADAM 10 (véase la Fig. 16-35), excepto que el segmento extracelu- 
lar liberado tiene actividad de señalización. La actividad de ADAM, 
y así la liberación de las proteínas de señalización activas, debe estar 
estrechamente regulada por la célul 
ocurre esto. Una interrupción en los mecan 
las proteasas ADAM puede conducir a la proliferación anormal de 


las células. 


a, pero aún no queda claro cómo 
ismos de la regulación de 


Ejemplos de importancia médica de la escisión regulada de los 
precursores de las proteínas señal son los miembros de la famil- 
ia EGF, que incluyen EGF, HB-EGF, TGF-Q, NRG1 y NRG2 (véase la 
Fig. 16-7). La actividad aumentada de un ADAM o más que se obser- 
va en muchos cánceres puede promover el desarrollo cancerígeno de 
dos modos. En primer lugar, la actividad aumentada de ADAM puede 
conducir a altos niveles de factores de crecimiento de la familia de 
EGE, que estimulan a las células secretoras (señalización autocrina) o 
a las células adyacentes (señalización paracrina) a proliferar inadec- 
uadamente. En segundo lugar, al destruir los componentes de la ma- 
triz extracelular, se piensa que la actividad incrementada de ADAM 
facilita las metástasis, el movimiento de las células tumorales a otras 
localizaciones corporales. 
Las proteasas ADAM también son un factor importante en las car- 
diopatías. Como aprendimos en el capítulo anterior, la estimulación 
por epinefrina (adrenalina) de los receptores P-adrenérgicos en el 
músculo cardíaco provoca la glucogenólisis y un incremento en la fre- 
cuencia de la contracción muscular. Sin embargo, el tratamiento pro- 
longado en las células de músculo cardíaco con epinefrina conduce a la 
activación de la ADAM 9 por un mecanismo desconocido. Esta metalo- 
proteasa de la matriz escinde al precursor transmembrana de HB-EGF. 
Entonces, el HB-EGF liberado se une a los receptores EGF sobre las cé- 
lulas de músculo cardíaco señalizadas y estimula su crecimiento inade- 
cuado. Esta proliferación excesiva puede llevar a un corazón agrandado 
pero debilitado (una afección conocida como hipertrofia cardíaca, que 


puede provocar la muerte prematura). M 


La escisión inadecuada de la proteína precursora 
amiloide puede llevar a la enfermedad de 


Alzheimer 


La enfermedad de Alzheimer es otra afección provocada por la 

actividad inadecuada de las metaloproteasas de la matriz. Un 
cambio patológico central asociado con la enfermedad de Alzheimer 
es la acumulación cerebral de las placas amiloides que contiene 
agregados de un péptido pequeño (que contiene 42 residuos) llama- 
do Ab,,. Este péptido deriva por escisión proteolítica de la proteína 
precursora amiloide (PPA), una proteína de la superficie celular trans- 
membrana de función aún misteriosa expresada por las neuronas. 

Al igual que la proteína Notch, la PPA sufre una escisión extrace- 
lular y una escisión intramembrana (Fig. 16-36). En primer lugar, el 
dominio extracelular es escindido en uno o dos sitios en el dominio 
extracelular: por ADAM 10 (con frecuencia llamada colectivamente 
secretasa-0L) o por otra proteasa de la matriz llamada secretasa-P. En 
cada caso, la secretasa-y cataliza luego una segunda escisión en un 
sitio único intramembrana y libera el mismo dominio citosólico PPA 
pero diferentes péptidos pequeños, dependiendo de cuál sitio celular 
fue cortado inicialmente. La vía iniciada por la secretasa-Ql genera un 
péptido de 26 residuos que en apariencia no daña. Por el contrario, la 
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de Alzheimer a través de análisis Ene nfe 
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a PPA, y resultó intrigante que estas mutacio- 
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actor central en la enfermedad 
ticos del pequeño porcentaje de 
rmedad. Muchos tenían 


omo un 


mutaciones en la proteín de 

>s estuvieran agrupadas alrede 
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de Alzheimer familiar involucran mutaciones eno pérdida de sentido 
en la presenilina 1, una subunidad de la acia ota 
formación del péptido Ab,» lo que conduce a la fort placas y, 

"último, a le »rte de las neuronas. | 

por El propuso que los inhibidores ei de la 
actividad de la secretasa-y serían el tratamiento ideal para la enfer- 
medad de Alzheimer, pero como podría espereise tuvieron muchos 
efectos colaterales graves debido a la inhibición concomitante de la 
escisión de Notch y de otras proteínas transmembrana. La reciente- 
mente descubierta proteína activadora de la secretasa-Y (GSAP) incre- 


menta de modo notable y selectivo la producción de la Ab,, amiloidea 
a través de un mecanismo que involucra sus interacciones con la se- 
| PPA generado 


cretasa-y y su sustrato, el fragmento carboxi-terminal 
por la secretasa-B. Dado que GSAP no afecta la escisión de Notch 
efectuada por la secretasa-, las sustancias químicas que se unen se- 


lectivamente a GRASP e inhiben sus interacciones con la secretasa-y 
PPA resulta una terapia 


los sitios de corte de la secretasa- 


o su sustrato, el fragmento carboxi-terminal 
promisoria para el Alzheimer. M 


La proteólisis intramembrana regulada de la SREBP 
libera un factor de transcripción que actúa para 
mantener los niveles de fosfolípidos y colesterol 


Si bien este capítulo está enfocado en las vías de señalización inicia- 
das por moléculas extracelulares (p. ej., factores de crecimiento), en 
ocasiones las vías de señalización intracelular que registran los niveles 
de moléculas internas y responden de acuerdo con ellos comparten 
principios de la regulación molecular e incluso mecanismos con las 
vías iniciadas desde el exterior de la célula. Uno de tales casos es el 
control de los lípidos de la membrana celular. Una célula enfrenta- 
ría una crisis rápidamente si no tuviese suficientes fosfolípidos para 
fabricar cantidades adecuadas de membrana o si tuviese demasiado 
colesterol, de modo que se formaran grandes cristales que dañaran 
las estructuras celulares. Las células detectan las cantidades relativas 
de colesterol y fosfolípidos de sus membranas; responden ajustando 
las tasas de biosíntesis de colesterol e importan de modo tal que el 
cociente colesterol:fosfolípidos se mantenga dentro de un rango de- 
seable estrecho. La proteólisis regulada dentro de la membrana, que 
ocurre en la vía Notch, también desempeña un papel importante en 
esta respuesta celular a los niveles de colesterol alterados. 

Como aprendimos en el Capítulo 14, la lipoproteína de bajo 
ciao (LDL) es rica en colesterol y funciona transportando este 
lípido a través del aparato circulatorio acuoso (véase la Fig. 14-27). 
Tanto la vía biosintética del colesterol (véase la Fig. 10-26) como 
los niveles de receptores celulares de la LDL que median la capta- 
ción de LDL a la célula están regulados en menos cuando los niveles 
de colesterol celular son los adecuados. Dado que la LDL se impor- 


ta a las células vía endocitosis mediada por receptor (véase la Lig. 
1129), Un descenso en el número de receptores de LDL conduce a 
la importación celular disminuida de colesterol. Tanto la biosínte- 
sis de colesterol como su importación están reguladas a nivel de la 
transcripción génica. Por ejemplo, cuando las células en cultivo de 
tejido en crecimiento que requieren nueva membrana para la divi- 
sión sostenida se incuban con una fuente externa de colesterol, por 
ejemplo la LDL añadida al medio de cultivo, el nivel de actividad de 
la HMG-CoA reductasa, la enzima que controla la velocidad en la 
biosíntesis de colesterol, se suprime, mientras que la actividad de la 
acil:colesterol acil transferasa (ACAT), que convierte el colesterol a 
la forma de almacenamiento esterificada, aumenta. Así, la energía no 
se desperdicia, y esto hace innecesario colesterol adicional y se logra 
la homeostasis del colesterol, 

Los genes cuya expresión está controlada por el nivel de esteroles, 
tales como el colesterol, con frecuencia contienen uno o más elementos 
reguladores de esteroles (SRE), o de diez pares de bases o hemisitios SRE 
en sus promotores. (Estos SRE difieren de los elementos respondedo- 
res del suero, de su nombre en inglés serum responder elements, que 
controlan muchos genes de respuesta temprana analizados en la Sec- 
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FIGURA 16-37 Control sensible al colesterol de la activación de la 
SREBP. El depósito intracelular de colesterol es controlado por la acción 
combinada de insig-1(2) y SCAP, ambas proteínas transmembrana localizadas 
en la mernbrana del RE. Las hélices que se expanden en la membrana 2-6 de 
SCAP (anaranjada con líneas negras) forman un dominio que une esteroles y 


un segmento C-terminal se une a la SREBP (a) Cuando los niveles de colesterol 


son elevados, tal como cuando el colesterol del RE excede 5 por ciento de 


los lípidos totales del RE, este se une al dominio que detecta colesterol en el | 
SCAP y desencadena un cambio de conforrnación que permite que el dominio 
N-terminal de SCAP se una a insig-1(2), y ancla el complejo SCAP-SREBP en la 
membrana del RE. (b) A bajos niveles de colesterol, este se disocia del dominio 
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ción 16.2). La interacción de los factores de transcripción dependientes 
del colesterol llamados proteínas de unión a SRE (SREBP) con estos 
elementos de respuesta modula la expresión de los genes diana. ¿De 
qué manera estas células detectan cuánto colesterol tienen y cómo esta 
“señal” se usa para controlar el nivel de las SREBP en el núcleo y en la 
expresión de los genes? La vía mediada por las SREBP comienza en las 
membranas del retículo endoplasmático (RE) e incluye al menos otras 
dos proteínas además de las SREBP. 

Cuando las células tienen concentraciones adecuadas de coles- 
terol, las SREBP se encuentran en la membrana del RE formando 
un complejo con la SCAP (la proteína que activa la escisión de la 
SREBP), la insig-1 (o su homóloga cercana, la insig-2) y quizás otras 
proteínas (Fig. 16-374). La SREBP tiene tres dominios distintos: un 
dominio citosólico N-terminal, que contiene un motivo de unión 
al DNA básico hélice-bucle-hélice (bHLH) (véase la Fig. 7-29) que 
funciona como un factor de transcripción cuando se lo escinde del 
resto de la SREBP; un dominio central de anclaje a la membrana que 
contiene dos hélices O. transmembrana y un dominio regulador ci- 
tosólico C-terminal, que interactúa con el dominio regulador de la 
SREBP. La SCAP tiene ocho hélices O: transmembrana y un dominio 


¿BA 
SREBP — núcleo 
E nuclear 
9 
Y 


o 


Transporte 
vesicular 


Cisterna del Golgi 


Citosol 


SCAP que detecta esterol, lo cual desencadena un cambio de conformación 
inverso que disocia el SCAP de insig-1(2) y capacita a SCAP para que se una 

a Sec24, una subunidad del complejo COPII (véase la Fig. 14-38). Esto inicia el 
movimiento del complejo SCAP-SREBP al complejo de Golgi por transporte 
vesicular. En el Golgi, la escisión secuencial de SREBP por las proteasas de! sitio 
1 y del sitio 2 (S1P, S2P) libera el dominio N-terminal DHLH de la SREBP. Despues 
de que este dominio liberado, llamado SREBP nuclear (nSREBP), se transloca al 
núcleo, controla la transcripción de los genes que contienen elementos que 
regulan los esteroles (SRE) en los promotores. (Adaptado de A Radhakrishnan, 2008, Ce 
Metab. 8:451 y M. Brown y J Goldstein, 2009, J Lipid Res 50515) 
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gulador. Cinco de las hélices OL trans- 
dominio que detecta esterol similar 
al presente en la HMG-COoA reductasa (Fig. 16-37a; véase la Sección 
10.3). Cuando el dominio que detecta esterol de la SCAP se une al co- 
lesterol, la proteína también se une a la insig-1 (2). Cuando la insig-1 

| complejo SCAP-colesterol, bloquea la 


(2) está fuertemente unida a 
unión de la SCAP a la subunidad de la proteína de cubierta Sec24 de 


las vesículas COPII, y evita así la incorporación del complejo SCAP- 
SREBP a las vesículas de transporte del RE al Golgi (véase el Cap. 14). 
Esto ocurre cuando las concentraciones de colesterol en la membrana 
del RE exceden el 5% de los lípidos totales de la membrana del RE. 
Así, la unión dependiente de colesterol de la insig al complejo SCAP- 
colesterol-SREBP atrapa ese complejo en el RE. 

El colesterol unido a la SCAP se libera cuando los niveles de co- 
lesterol celular caen por debajo del 5% de los lípidos del RE, un valor 
que refleja los niveles de colesterol celular totales. En consecuencia, 
la insig-1 (2) ya no se une a la SCAP libre de colesterol y el complejo 
SCAP-SREBP se mueve desde el RE al aparato de Golgi a través de las 
vesículas COPII (Fig. 16-37b). En el Golgi, la SREBP es escindida de 
modo secuencial en dos sitios por dos proteasas unidas a la membra- 
na, la SIP y S2P; esta última es un ejemplo adicional de proteólisis re- 
gulada dentro de la membrana. La segunda escisión en el sitio 2 libe- 
ra el dominio N-terminal que contiene bHLH al interior del citosol. 
Este fragmento, llamado nSREBP (SREBP nuclear), se transloca rápi- 
damente al núcleo. Allí, activa genes de transcripción que contiene 
elementos reguladores de los esteroles (SRE) en sus promotores, como 
aquellos que codifican el receptor de LDL y la HMG-CoA reductasa. 
Así, una disminución del colesterol celular por la activación de la vía 
insig-1 (2)/SCAP/SREBP desencadena la expresión de los genes que 
codifican proteínas que, a la vez, importan colesterol a la célula (el 
receptor LDL) y sintetizan colesterol a partir de pequeñas moléculas 
precursoras (HMG-CoA reductasa). 

Después de la escisión de la SREBP en el Golgi, en apariencia la 
SCAP se recicla al RE, donde puede interactuar con la insig-1 (2) y 
otra molécula de SREBP intacta. El alto nivel de transcripción de ge- 
nes controlados por los SRE requiere la generación en curso de nue- 
vos nSREBP porque se degradan bastante rápido por la vía proteasó- 
mica mediada por ubicuitina (véase el Cap. 3). La rápida generación 
y degradación del nSREBP ayuda a las células a responder velozmente 
a los cambios en los niveles de colesterol intracelular. 

En ciertas circunstancias (p. ej. durante el crecimiento celular), 
las células necesitan un suministro aumentado de todos los lípidos 
esenciales de la membrana y de sus ácidos grasos precursores (re- 
gulación coordinada). Pero en ocasiones las células necesitan una 
cantidad mayor de algunos lípidos como el colesterol para sintetizar 
hormonas esteroides que otros como los fosfolípidos (regulación 
diferencial). ¿Cómo se logra esta producción diferencial? Los ma- 
míferos expresan tres isoformas conocidas de SREBP: la SREBP-1a, 
la SREBP-1c, que son generadas de RNA cortados y empalmados al- 
ternativamente, producidos a partir del mismo gen, y la SREBP-2, 
codificada por un gen distinto. En conjunto, estos factores de trans- 
cripción regulados por RIP controlan la expresión de proteínas que 
regulan la disponibilidad no solo del colesterol, sino también de los 
ácidos grasos, los triglicéridos y fosfolípidos sintetizados a partir de 
los ácidos grasos. En las células de mamífero, la SREBP-1a y la SRE- 

BP-1c ejercen una mayor influencia en el metabolismo de los ácidos 


grasos que sobre el metabolismo del colesterol, y lo inverso resulta 
cierto para la SREBP-2. 


citosólico C-terminal grande re 
membrana de la SCAP forman un 
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eroesclerosis, la causa principal de lo, 
proporcional a los niveles plasmático, 
lesterol malo) € inversamente propor. 
' un objetivo central de salud pública h 
cional al del ca pa dE de colesterol LDL y elevar los E 
sido lograr El esc ás exitosos para controlar el cociente LDL:Hp] 
O an reducciones en la LDL plasmática, 


apítulo 10, estos fármacos se unen a la HMG. 


Dado que el riesgo de at 
infartos, €s directamente 
de colesterol LDL (el llamado co 


son las estatinas, 


analizamos en el C ; SEO 
o ductasa e inhiben de modo directo su actividad; por lo tanto, 
OA redu 


reducen la biosíntesis de colesterol y de los depósitos de colesterol 
hepático. La activación de la SREBP en aia : TA de 
colesterol promueve el aumento de la SIMtESIS e la a A reduc. 
tasa y del receptor de LDL. Aquí, es de máxima importancia e número 
resultante aumentado de receptores hepáticos de LDL, que media la 
importación aumentada de colesterol LDL desde la sangre y así el 


descenso de nivel de colesterol LDL en la circulación. Por lo tanto, las 
a ateroesclerosis y los infartos por mecanis- 


hibición sobre la biosíntesis del colesterol, 
nden bien. M 


estatinas pueden inhibir l 
mos independientes de su IN 
pero estos mecanismos no sé compre 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 16.6 


Vías de señalización controladas por la escisión 
proteica: Notch/Delta, SREBP 


- Muchos factores de crecimiento importantes y otras proteínas de se- 
ñalización, como los EGF, son sintetizados como proteínas transmem- 
brana; la escisión regulada de los precursores cerca de la membrana 
plasmática por miembros de la familia de las metaloproteasas de la 
matriz (MMP) libera la molécula activa al espacio extracelular para 
emitir señales a células distantes. 


* Al unirse a su ligando Delta sobre la superficie de una célula adya- 
cente, la proteína receptora Notch sufre dos escisiones proteolíticas 
(véase la Fig. 16-35). Luego, el segmento citosólico Notch liberado se 
transloca al núcleo y modula la transcripción de los genes diana crítl- 
cos en la determinación del destino celular durante el desarrollo. 


* La escisión de los precursores unidos a la membrana de los miem- 
bros de la familia EGF de moléculas de señalización es catalizada por 
las metaloproteasas ADAM. La escisión inadecuada de estos precurso- 
res puede resultar en la proliferación celular anormal par 
te, llevar al cáncer, la hipertrofia cardíaca y otras pos 


* La secretasa- : ! 
sa-g, que cataliza la proteólisis intramembrana regulada 


de Notch ici a: 
» Participa también en la escisión de la proteína precursora 


amiloide (PPA) en un ¡ 
péptido que forma ísticas de li 
enfermedad de Alzheimer (véase la Fig. co di 


* En la vía insig- 
vía insig-1(2)/SCAP/SREBP, el factor de transcripción activo 


nSREBP es li 
es liberado desde la membrana del Golgi por proteólisis in- 


tramembrana c 
uando el colesterol celular es bajo (véase la Fig. 16-37). 


Luego, esti iá 

ro A de los genes que codifican proteínas qué 

y la importación pe eeleero! (p. ej., HMG-CoA reductasa) 

colesterol es alto, la lea ole ea receptor LDL). Cuando Ñ 

forma un complejo con ¡ a queda retenida en la membrana del RE y 
n insig-1(2) y SCAP. 


16.7 Integración de las respuestas celulares 
2 múltiples vías de señalización 


En esta sección, consideramos el modo en que interactúan múltiples 
vías de transducción de las señales. Nos enfocamos no solo en un 
sistema de la miríada de los controlados por múltiples vías de seña- 
lización (la regulación de las necesidades del organismo por los me- 
tabolitos glucosa y ácidos grasos). En primer término, consideramos 
varias respuestas celulares centrales a las variaciones en la demanda 
del metabolito clave glucosa. Luego, nos enfocamos en el control de 
la producción de un tipo de célula en el organismo adulto que in- 
crementa su masa y número casi ilimitadamente, la célula adiposa 
o almacenadora de grasa. Las respuestas celulares a los cambios de 
otros nutrientes y al oxígeno que se reflejan en gran medida en las 
alteraciones de la expresión génica están cubiertas en el Capítulo 7. 


La insulina y el glucagón trabajan juntos para 
mantener un nivel estable de glucosa en la sangre 


Durante la vida diaria normal, el mantenimiento de las concentracio- 
nes normales de glucosa en la sangre depende del equilibrio entre dos 
hormonas peptídicas, la insulina y el glucagón, que son sintetizadas en 
diferentes células de los islotes pancreáticos y provocan distintas res- 
puestas celulares. La insulina, que contiene dos cadenas polipeptídicas 
vinculadas por puentes disulfuro, es sintetizada por las células 3 de los 
islotes (véanse las Figs. 14-23 y 14-24); el glucagón, un péptido mono- 
mérico, es producido por las células de los islotes O. La insulina reduce 
el nivel de glucosa en sangre, mientras que el glucagón incrementa la 
glucosa sanguínea. La disponibilidad de glucosa en sangre está regulada 
durante períodos de abundancia (después de una ingesta) o de escasez 
(después del ayuno), lo que ajusta las concentraciones de insulina y 
glucagón en la sangre. 

Después de una comida, cuando la glucosa sanguínea aumenta por 
encima de su nivel normal de 5 mM, las células (3 del páncreas respon- 
den al aumento de la glucosa (y de los aminoácidos) liberando insulina 
a la sangre (100. 16-38). La insulina liberada circula en la sangre y se 
une a los receptores de insulina presentes en muchos tipos diferentes 


de células, incluidas las células musculares y los adipocitos. El receptor 
arias vías de transducción de 


de insulina, receptor tirosincinasa, activa v nd 
activación de la proteinci- 


las señales, que incluyen la que conduce a la 
nasa B (PKB; véase la Fig. 16-26). En este caso, las principales acciones 
de estas vías de señalización se manifiestan en minutos. La PKB activa 
fosforila una proteína diana específica que entonces desencadena la rá- 
pida fusión de vesículas intracelulares que contienen el transportador 
de glucosa GLUT4 con la membrana plasmática (Fig. 16-39). El incre- 
mento de 10 veces, inmediato, que resulta en el número de moléculas 
GLUTA de la superficie celular incrementa el influjo de glucosa propor- 
cionalmente y disminuye la glucemia. 

La estimulación por insulina de las células musculares aumenta en 
el lapso de minutos la conversión de glucosa a glucógeno, y la PKB, ac- 
tivada corriente abajo del receptor de insulina, nuevamente desempeña 
Un papel crucial. La PKB activa fosforila la glucógeno sintasa cinasa J 
(GSK3, la misma enzima que funciona en las vías Wnt y Hh). Aunque 
la GSK de las células no estimuladas por insulina puede fosforilar la 
glucógeno sintasa e inhibir de este modo su actividad, en el músculo 
tratado con insulina la GSK3 fosforilada por la PKB no puede fosforilar 
la glucógeno sintasa; así, la activación de la PKB estimulada por insuli- 
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FIGURA 16-38 Secreción de insulina en respuesta a un aumento en la 
glucosa sanguínea. La entrada de la glucosa a las cólulas pancr áticas PY está 
mediada por el transportador de glucosa GLUT2 (1). Dado que la K,, para la 
glucosa del GLUT2 es — 20 mM, un Incrernmento en la glucosa extra elular desde 
5 mM, característico del estado de ayuno, provoca un aurnento proporcional 
en la velocidad de entrada de glucosa (véase la ld), 114). La conversión de 
glucosa a piruvato está así acelerada, lo que da como resultado un Incremento 
en la concentración de ATP en el citosol (2), La unión de ATP a los canales de 
Ko sensibles a ATP cierra estos canales (3), y reduce de este modo el eflujo 

de lones K' desde la célula. La pequeña despolarización resultante de la 
mernbrana plasmática (4) desencadena la apertura de los canales de Ca” 
sensibles al voltaje (5). El influjo de iones Ca” Incrementa la concentración 

de Ca” en el citosol, lo que desencadena la fusión de vesículas de secreción 
que contienen insulina con la membrana plasmática y la secreción de esta 
hormona (6). (Adaptado de ) O, Henquin, 2000, Diabetes 49:1751,) 


na resulta en la activación neta a corto plazo de la glucógeno sintasa y la 
síntesis de glucógeno. La insulina actúa también sobre los hepatocitos 
(células del hígado) para inhibir la síntesis de glucosa a partir de molé- 
culas más pequeñas, tales como el lactato y cl acetato, y para aumentar 
la síntesis de glucógeno a partir de la glucosa. Muchos de estos efectos 
se manifiestan a nivel de la transcripción génica, dado que la señaliza- 
ción por insulina reduce la expresión de los genes cuyas enzimas codi- 
ficadas simulan la síntesis de glucosa a partir de metabolitos pequeños, 
como el ácido pirúvico, El efecto neto de todas estas acciones es hacer 
descender nuevamente la glucosa en sangre a las concentraciones de 
ayuno de alrededor de 5 mM, a la vez que se almacena el exceso de glu 

cosa intracelular en forma de glucógeno para su uso futuro. 

A medida que el nivel de glucosa sanguíneo cae, la secreción de 
insulina y los niveles en sangre también lo hacen, y los receptores de 
insulina ya no se activan de modo tan intenso. En los músculos, la 
respuesta es que la GLUTA4 de la superficie celular se internaliza po! 
endocitosis y disminuye el nivel de GLUTA de la superficie celular y, 
así, la importación de glucosa. Si el nivel de glucosa sanguínea cac 
por debajo de aproximadamente 5 mM, por ejemplo por actividad 
muscular repentina, la secreción de insulina reducida desde las có 
lulas pancreáticas [3 induce a las células pancreáticas a a incremental 


su secreción de glucagón a la sangre. Como ocurre con el recepto! 


de adrenalina, el receptor de glucagón, presente primariamente en 
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FIGURA EXPERIMENTAL 16-39 La estimulación de insulina de las 
células grasas induce la translocación de GLUT4 desde las vesículas 
intracelulares a la membrana plasmática. (a) Esquematización del 
experimento: células adiposas en cultivo fueron diseñadas por ingeniería 
genética para expresar una proteína quimérica cuyo extremo N-terminal 
correspondiera a la secuencia de GLUTA4, seguido de la secuencia completa 
de la PFV: insertada en un bucle extracelular de GLUT4 entre las hélices 1 y 
2 se encuentra un epítopo “myc”reconocido por un anticuerpo monoclonal 
antiepítopo que Ñuoresce en el rojo, añadido al exterior de la célula. Así, la 
fluorescencia verde controla la cantidad celular total de GLUT4, mientras 
que la roja mide solo la GLUT4 de superficie. (b) Los adipocitos cultivados 
que expresan esta proteína GLUT4 recombinante fueron no tratados (arriba) 


los hepatocitos, está acoplado a la proteína G,,, cuya proteína efec- 
tora es la adenilciclasa. La estimulación por glucagón de las células 
hepáticas induce un incremento en el caMP, lo que conduce a la 
activación de la proteincinasa A, que inhibe la síntesis de glucógeno 
y promueve la glucogenólisis, lo cual lleva a la formación de glu- 
cosa 1-fosfato (véanse las Figs. 15-31a y 15-38b). Los hepatocitos 
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de superficie 


Imágenes resultantes 
verde: GLUTA4 total, 
rojo: GLUT4 de 
superficie 


GLUTA4 


O tratados con insulina (abajo), se hicieron reaccionar con un anticuerpo 
fluorescente rojo antiepítopo, luego se fijaron y se vieron con microscopia de 
fluorescencia confocal. En ausencia de insulina, virtualmente toda la GLUT4 
está en las membranas intracelulares y no se encuentra conectada con la 
membrana plasmática; hay poca tinción superficial. La insulina desencadena la 
fusión de las membranas que contienen GLUTA con la membrana plasmática 
movilizando la GLUT4 a la superficie celular y permitiéndole que transporte 
glucosa desde la sangre a la célula. Las células musculares también contiener 
transportadores de GLUT4 que responden a la insulina. Las flechas resaltan 

la GLUTA presente en la membrana plasmática: N indica la posición de los 
núcleos. (Cortesía de J. Bogan; véase C Yu y cols, 2007 pe Chem. 282 5 a 


conv ; ' 
onvierten la glucosa 1-fosfato a glucosa, que se libera a la sangr* ' 


eleva , 
nuevamente la glucosa sanguínea a su nivel de ayuno norma! 


Des : 
MA esafortunadamente, estos sistemas de control poderosos € 1” 
a en ocasiones fallan y provocan enfermedades grave? 
ue in : A ' : 
q cluso ponen en peligro la vida. La diabetes mellitus resulta 4' 


iencia en la cantidad de insulina liberada desde el páncreas 
a los niveles crecientes de glucosa en sangre (tipo 1) o de 
pe disminución en la capacidad de las celulas musculares y grasas 
de responder a la insulina (tipo II). En ambos tipos, la regulación de 
1 glucemia es deficitaria, lo que conduce a concentraciones de glu- 
es sanguínea persistentemente elevadas (hiperglucemia) y otras 
complicaciones posibles si no se la trata. La diabetes tipo 1 es causada 
por un proceso autoinmune que destruye las células B productoras 
de insulina en el páncreas. También llamada diabetes insulinodepen- 
diente, esta forma de enfermedad en general responde al tratamiento 
con insulina. La mayoría de los estadounidenses con diabetes melli- 
tus tienen la forma tipo II, o diabetes no insulinodependiente. Mien- 
tras que la causa subyacente de esta forma de la enfermedad no se 
comprende bien, la obesidad se correlaciona con un enorme incre- 
mento en la incidencia de diabetes. Se cree que la identificación adi- 
cional de las vías de señalización que controlan el metabolismo en- 
ergético proporcionará mayor conocimiento acerca de la fisiopa- 
tología de la diabetes y se espera que conduzca a nuevos métodos 


und defic 


sepyesta 
en respuest 


para prevenirla y tratarla. M 


Múltiples vías de transducción de las señales 
interactúan para regular la diferenciación de los 
adipocitos a través del PPARy, el regulador maestro 


de la transcripción 


Los adipocitos blancos, comúnmente llamados “células grasas”, son los 
principales depósitos para almacenar las grasas; los adipocitos maduros 
tienen unos pocos glóbulos de triglicéridos que ocupan la mayor parte 
de la célula. Los adipocitos son también células endocrinas y secretan 
varias proteínas de señalización que afectan las funciones metabólicas 
del músculo, el hígado y otros órganos. Los adipocitos son el único tipo 
celular en el organismo que puede incrementar tanto en número como 
en tamaño casi de modo ilimitado. Los lectores de cada país no nece- 
sitan recordar que la obesidad —la sobreabundancia de adipocitos— es 
un problema de salud pública creciente y un factor de riesgo central no 
solo para la diabetes, sino también para las enfermedades cardiovascu- 


lares como los infartos y los accidentes cerebrovasculares y cierto tipo 


de cánceres. Por lo tanto, se están destinando esfuerzos importantes 


para comprender los factores que regulan la formación de las células 
grasas con la esperanza de desarrollar fármacos que puedan lentificar 


O revertir este proceso. 

Como analizaremos en el Capítulo 
dre residen en los vertebrados y se emplean para generar tipos especí- 
ficos de células diferenciadas. La célula madre mesenquimatosa reside 
en la médula ósea y en otros Órganos y origina células progenitoras que, 
a su vez, pueden formar adipocitos, células productoras de cartílago 
u osteoblastos formadores de hueso. El progenitor de los adipocitos, 
llamado preadipocito, ha perdido el potencial de diferenciarse a otros 
tipos celulares. Cuando se lo trata con hormonas específicas, los prea- 
dipocitos se diferencian de modo terminal; adquieren proteínas que 
SON necesarias para el transporte y síntesis de lípidos, la respuesta a la 
insulina y la secreción de proteínas específicas de los adipocitos. Varias 
líneas de preadipocitos en cultivo pueden diferenciarse a adipocitos y 
“Xpresar mRNA y proteínas específicos de estos, tales como las enzimas 
"ecesarias para la síntesis de triglicéridos. 

El factor de transcripción PPARY, un miembro de la superfamilia 
de "eceptores nucleares, es el regulador maestro de la transcripción en 


21, varios tipos de células ma- 
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la diferenciación de los adipocitos. Como evidencia de ello, la expresión 
del PPARy recombinante en muchas líneas de fibroblastos es suficiente 
para desencadenar su diferenciación a adipocitos. Por el contrario, el 
silenciamiento (knocking down) del gen para PPARy en preadipocitos 
evita por completo su diferenciación a adipocitos. La mayor parte de 
las hormonas que promueven la adipogénesis, tales como la insulina, 
lo hacen al menos parcialmente activando la expresión del PPARy. A 
su vez, este se une a los promotores de la mayoría de los genes espe- 
cíficos de los adipocitos e induce su expresión, incluyendo a aquellos 
que codifican proteínas necesarias en la vía de señalización de la in- 
sulina, como el receptor de esta hormona y GLUTA. Al igual que otros 
miembros de la superfamilia de los receptores nucleares, tales como 
los receptores de hormonas esteroides (véase el Cap. 7), que se activan 
cuando se unen a su ligando, se piensa que el PPARg también se une 
a un ligando, probablemente un derivado oxidado de un ácido graso. 

Otro factor de transcripción, el C/EBPa, es inducido durante la 
diferenciación de los adipocitos y también induce en forma directa 
muchos de sus genes. Es importante que el C/EBPa induzca la expre- 
sión del gen de PPARy y que este induzca la expresión del C/EBPO,, ya 
que esto lleva a un rápido incremento de ambas proteínas durante los 
primeros dos días de la diferenciación. El PPARy, junto con el C/EBPO,, 
induce la expresión de todos los genes requeridos para la diferenciación 
de los preadipocitos a células grasas maduras. 

Muchas proteínas de señalización, como Wnt y TGF-f, se oponen 
a la acción de la insulina y evitan la diferenciación de los preadipocitos 
a adipocitos. Como muestra la Figura 16-40, los factores de transcrip- 
ción activados por receptores para estas hormonas evitan la expresión 
del gen de PPARy, lo que bloquea en parte la capacidad del C/EBPa de 
inducir la expresión del gen PPARy. Así, múltiples señales extracelula- 
res actúan de modo concertado para regular la adipogénesis, y las vías 
de transducción de la señal activadas por ellas se interceptan en la re- 
gulación de la expresión de un gen “maestro” clave que codifica PPARY. 
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Integración de las respuestas celulares a múltiples 
vías de señalización 


- Un incremento en la glucosa sanguínea estimula la liberación de 
insulina desde las células pancreáticas f (véase la Fig. 16-38). La unión 
posterior de insulina a su receptor en las células musculares y los adi- 
pocitos conduce a la activación de la proteincinasa B, que promueve 
la captación de glucosa y la síntesis de glucógeno, lo que resulta en un 
descenso de la glucemia (véase la Fig. 16-39). 


- Un descenso de la glucemia estimula la liberación de glucagón desde 
las células pancreáticas O. La unión de glucagón a su receptor acopla- 
do a proteínas G en las células del hígado promueve la glucogenólisis 
por la cascada de cinasa desencadenada por cAMP (similar a la esti- 
mulación por adrenalina en condiciones de estrés) y un incremento 
en la glucemia (véanse las Figs. 15-31a y 15-38b). 


* El PPARy, un miembro de la superfamilia de receptores nucleares, 
es el regulador transcripcional maestro de la diferenciación de los 


adipocitos. 
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(c) Inhibe la inducción 
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FIGURA 16-40 Múltiples vías de la transducción de las señales 

interactúan para regular la diferenciación de los adipocitos. El 

factor de transcripción PPARy (óvalo púrpura) es el regulador maestro 

de la diferenciación de los adipocitos; junto con el C/EBPaL, induce la 

expresión de todos los genes necesarios para la diferenciación de los 
preadipocitos a las células grasas maduras. Tanto PPARy como C/EBPa. son 
inducidos tempranamente en la adipogénesis; cada uno de ellos aumenta 

la transcripción del gen del otro (una flecha al final de una línea significa 
aumento de la expresión de los genes diana), lo que lleva a un rápido 
incremento de la expresión de ambas proteínas durante los primeros dos días 
de la diferenciación. Las señales provenientes de hormonas, como la insulina, 
y factores de crecimiento, como Wnt y TGF-P, que activan o reprimen la 
adipogénesis, están integradas en el núcleo por los factores de transcripción 
que regulan (directa o indirectamente) la expresión de los genes de PPARy y 
C/EBPa.. Una Tal final de una línea indica inhibición de la expresión del gen 
diana. (a) La insulina activa la adipogénesis por varias vías que conducen a la 
activación de la expresión de PPARy, dos de las cuales se muestran aquí. La 


* Las hormonas extracelulares como la insulina, que promueven la 
diferenciación de los adipocitos, inducen vías de transducción de las 
señales que llevan a la producción aumentada del PPARy. Por el con- 
trario, las proteínas de señalización tales como la Wnt y el TGF-B, que 
evitan la diferenciación de los preadipocitos, activan vías de señaliza- 
ción que evitan la expresión del gen PPARy (véase la Fig. 16-40). 
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activación de la proteincinasa B (PKB) corriente abajo del receptor IGF1 de 
tirosina-cinasa e IRS1 conduce a la represión de la expresión de Necdin; Necdin, 
por modulación de otros factores de transcripción, de otro modo reprimiría 
la expresión del gen PPARy. La PKB también fosforila, y de este modo inactiva, 
al factor de transcripción GATA2, que cuando está desfosforilado se une a la 
proteína C/EBPa y evita que active la expresión del gen PPARo. Al inhibir dos 
represores del gen PPARg, la insulina estimula así la expresión de PPARa. (b) 
Wnt y TGF-P inhiben la adipogénesis al reducir la expresión del gen PPARg. 
La señalización de Wnt desencadena la liberación de b-catenina desde un 
complejo citoplasmático y la B-catenina libre une el factor de transcripción TCF 
(véase la Fig. 16-30). El TCF activo bloquea la expresión de los genes de PPARy 
y CEBO. probablemente uniéndose a sus secuencias reguladoras. (c) Smaa3, 
activado por la fosforilación después de la unión de TGF-B a los receptores 
tipos | y Il de TGF-$ se une a la proteína C/EBPa: y evita que active la expresión 
del gen PPARQ. (Tomado de E. Rosen y O. MacDougald, 2006, Nature Rev Mol Cell Biol. 7.885) 


Perspectivas para el futuro 


La confluencia de la genética, la bioquímica y la biología estructu- 
ral nos ha proporcionado Un panorama cada vez más detallado del 
modo en que las señales son transmitidas desde la superficie celular 
E aascucidas a cambios en la conducta de las células. La multi- 
tud de diferentes señales extracelulares, receptores para llas y vías 


768 CAPÍTULO 16 * Vías de señalización que controlan la expresión génica 


inpracelulares de transducción de las señales caen en un número 
relativamente pequeño de clases y un logro central es comprender 
de qué manera vías de señalización similares con frecuencia regulan 
procesos celulares muy distintos. Por ejemplo, STAT5 activa con- 
(ptos MUY distintos de genes en las células precursoras eritroides 
después de la estimulación del receptor de la eritropoyetina que en 
jas células epiteliales de las mamas después de la estimulación de la 
prolactina. Supuestamente, la STATS se une a diferentes grupos de 
factores de transcripción en estos y en otros tipos celulares, 
la naturaleza de estas proteínas y el modo en que colaboran 


inducir patrones de expresión génica específicos de las células 
no se ha descubierto. 


pero 
para 
aún 


Por el contrario, con frecuencia la activación del mismo compo- 
nente de transducción de las señales en la misma célula a través de 
receptores distintos genera diferentes respuestas celulares. Un punto 
de vista que se sostiene usualmente es que la duración de la activación 
de la MAP cinasa y de otras vías de señalización afecta el patrón de 
expresión génica. Sin embargo, el modo en que esta especificidad está 
determinada sigue siendo una pregunta sobresaliente en el tema de 
transducción de las señales. Los estudios genéticos y moleculares en 
moscas, gusanos y ratones contribuirán a nuestra comprensión acer- 
ca de la interrelación entre los componentes de las distintas vías y los 
principios reguladores subyacentes que controlan la especificidad en 
los organismos multicelulares. 

Los investigadores han determinado las estructuras tridimensio- 
nales de varias proteínas de señalización durante los recientes años, lo 
que permitió análisis más detallados de varias vías de transducción de 
la señal. Por ejemplo, las estructuras moleculares de diferentes cinasas 
exhiben similitudes sorprendentes y variaciones de importancia que 
les imparten características de regulación novedosas. La actividad de 
varias cinasas, como la Raf y la proteincinasa B (PKB), está controla- 
da por dominios inhibitorios, así como por otras múltiples fosforila- 
ciones catalizadas por otras varias cinasas. Nuestra comprensión del 
modo en que la actividad de estas y otras cinasas están reguladas con 
precisión para satisfacer las necesidades celulares requerirá estudios 
adicionales estructurales y de biología celular. 

Las anomalías en la transducción de las señales son la base de 
muchas enfermedades distintas, incluyendo la mayoría de los cán- 
ceres y diversas afecciones inflamatorias. El conocimiento detalla- 
do de las vías de señalización implicadas y de la estructura de sus 
componentes proteicos continuará proporcionando pins mole- 
culares importantes para el diseño de tratamientos específicos. A 
pesar de la relación estructural cercana entre diferentes moléculas 
de señalización (p. ej., cinasas), estudios recientes suglesen que los 
inhibidores selectivos para subclases específicas podrían diseñarse. 
En muchos tumores de origen epitelial, el receptor EGF ha sufrido 
Una mutación específica que aumenta su actividad. Resulta nota- 
ble que un fármaco consistente en una molécula pequeña (Iressa) 
inhiba la actividad cinasa del receptor EGF mutante pero carezca 
de efecto sobre el receptor EGF normal o sobre Sos receptores. 
Así, este fármaco hace más lento el crecimiento de los cánceres solo 
en pacientes con esta mutación particular. De modo semejante, los 
anticuerpos monoclonales o los receptores decoy (proteínas solu- 
bles que contienen el dominio de unión al ligando de un receptor 
Y, de este modo, secuestran al ligando) que evitan que las citocinas 
Proinflamatorias como la IL-1 y el TNF-a se unan a sus receptores 
Cognados están empleándose ahora para tratar varias enfermedades 


inflamatorias como la artritis. 


Palabras clave 
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Revisión de los conceptos 


1. Nombre tres características comunes a la activación de los receptores 
de citocina y los receptores tirosincinasa. Nombre una diferencia res- 
pecto de la actividad enzimática de estos receptores. 


2. La eritropoyetina (Epo) es una hormona producida naturalmente en 
el organismo en respuesta a bajos niveles de O, en sangre. Los eventos 
intracelulares que ocurren en respuesta a la unión de Epo a su recep- 
tor de la superficie celular están bien caracterizados. ¿Qué molécula 
se transloca desde el citosol al núcleo después de que (a) JAK2 activa 
STAT5 y (b) GRB2 se une al receptor de Epo? ¿Por qué algunos atletas 
de resistencia empleaban Epo para aumentar su desempeño (dopaje 
con sangre”) hasta que fue prohibido en muchos deportes? 


3. Explique por qué la expresión de una mutante dominante negativa 
de JAK bloquea la vía de señalización de eritropoyetina (Epo)-citocina. 


4. Aunque GRB2 carece de actividad enzimática intrínseca, es un com- 
ponente esencial de la vía de señalización del factor de crecimiento epi- 
dérmico (EGF) que activa la MAP cinasa. ¿Cuál es la función de GRB2? 
¿Qué papel juegan los dominios SH2 y SH3 en la función de la GRB2? 
Muchas otras proteínas de señalización poseen dominios SH2, ¿qué de- 
termina la especificidad de las interacciones SH2 con otras moléculas? 


5. Una vez que una vía de señalización activada ha generado los cam- 
bios adecuados en la expresión del gen diana, la vía debe inactivarse. 
De otro modo, podrían resultar consecuencias patológicas, como se 
ejemplificó por la señalización persistente iniciada por el factor de 
crecimiento en muchos cánceres. Muchas vías de señalización poseen 
una retroalimentación negativa intrínseca mediante la cual un evento 
corriente abajo en una vía apaga un evento corriente arriba. Describa la 
retroalimentación negativa que regule en menos señales inducidas por 
(a) eritropoyetina y (b) TGF-f. 
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6. Una mutación en la proteína Ras la hace constitutivamente activa 
(RasP). ¿Qué es la activación constitutiva? ¿De qué manera la Ras cons- 
titutivamente activa promueve el cáncer? ¿Qué tipo de mutación torna- 
ría a las siguientes proteínas constitutivamente activas: (a) Smad3, (b) 
MAP cinasa y (c) NF-kB? 

7. La enzima Stel1 participa en varias vías de señalización de la MAP 
cinasa en la levadura en brotación S. cerevisiae. ¿Cuál es el sustrato para 
Ste11 en la vía de señalización del factor de apareamiento? Cuando una 
levadura es estimulada por un factor de apareamiento, ¿qué evita la in- 
ducción de los osmolitos requeridos para la supervivencia en un medio 
de alta fuerza osmótica dado que Stel11 participa también en la vía de la 
MAP cinasa iniciada por alta osmolaridad? 


8. Describa los eventos necesarios para la activación completa de la 
proteincinasa B. Nombre dos efectos de la insulina mediados por la 
proteincinasa B en las células musculares. 


9. Describa la función de la fosfatasa PTEN en la vía de señalización de 
la cinasa PI-3. ¿Por qué una mutación con pérdida de la función en la 
PTEN es promotora del cáncer? Prediga el efecto de la PTEN constitu- 
tivamente activa en el crecimiento y supervivencia celular. 


10. La unión de la TGF-P a sus receptores puede provocar una variedad 
de respuestas en diferentes tipos celulares. Por ejemplo, la TGF-$ indu- 
ce al inhibidor del activador del plasminógeno en las células epiteliales 
y a inmunoglobulinas específicas de las células B. En ambos tipos celu- 
lares, la Smad3 se activa. Dada la conservación de las vías de señaliza- 
ción, ¿qué da cuenta de la diversidad de la respuesta a TGF-B en varios 
tipos celulares? 

11. ¿Cómo la señal generada por la unión del TGF-B a los receptores de 
la superficie celular se transmite al núcleo, donde ocurren los cambios 
en la expresión del gen diana? ¿Qué actividad del núcleo asegura que 
la concentración de las Smad activas refleja cercanamente el nivel de 
receptores TGF-f activados en la superficie celular? 


12. La proteína de señalización extracelular Hedgehog puede perma- 
necer anclada a las membranas celulares. ¿Qué modificaciones a la 
Hedgehog permiten que esté unida a la membrana? ¿Por qué esta pro- 
piedad es útil? 

13. Explique por qué las mutaciones con pérdida de la función de hed- 
gehog y smoothened dan el mismo fenotipo, pero la mutación patched 
con pérdida de la función da el fenotipo opuesto en las moscas. 


14. La mayoría de las células de mamífero tienen un cilio inmóvil único 
llamado cilio primario, en el cual las proteínas motoras de los micro- 
túbulos (que se tratan con más detalle en el Cap. 18) del transporte 
intraflagelar (TIF) mueven elementos de la vía de señalización Hedge- 
hog (Hh). ¿Qué partes de la vía de señalización Hh interrumpirían las 
mutaciones en las proteínas motoras Kif3A y Kif7 y dineína del TIP? 


15. ¿Por qué se considera que la vía de señalización que activa NF-kB 
considerada es relativamente irreversible en comparación con las vías 
de señalización de las citocinas o los RTK? Sin embargo, la vía NF-kB 
debe ser regulada en menos finalmente. ¿Cómo se apaga la vía de seña- 
lización NF-kB? 

16. Describa dos funciones para la poliubicuitinación en la vía de se- 
ñalización NF-kB. 

17. ¿Qué característica de Delta asegura que solo las células vecinas re- 
ciban señales? 

18. ¿Qué reacción bioquímica es catalizada por la secretasa-y? ¿Por qué 
se propuso que un inhibidor químico de su actividad debería ser un 
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rmedad de Alzheimer? ¿Qué Posibl. 
AR ] 
aco complicarían su uso? 


Análisis de los datos 


1. G. Johnson y cols. han analizado la cascada de la Fed cinasa en la 
cual participa la MEKK2 en las células de los mamíferos. Por Una de- 
tección sistemática hecha en un híbrido de dos levaduras (véase el Cap. 
7), se encontró que la MEKXK2 se une a MEKS, que puede fosforilar Una 
MAP cinasa. Para dilucidar la vía de señalización transducida por la 
MEXXK2 in vivo, se llevaron a cabo los siguientes estudios en las células 
embrionarias de riñón humano ( HEK293) en cultivo. 

a. Las células HEK293 se transfectaron con un plásmido recombi- 
nante que codificaba MEKK2 marcado junto con un plásmido que co- 
dificaba MEKS o un vector control que no codificaba para una proteína 
(falso). El MEK5 recombinante se precipitó desde el extracto celular 
por absorción mediante un anticuerpo específico. Luego, el material 
inmunoprecipitado se resolvió mediante electroforesis en gel de polia- 
crilamida, se transfirió a una membrana y se lo examinó por Western 
blotting con un anticuerpo que reconocía el MEKK2 marcado. Los re- 
sultados se muestran en la parte (a) de la figura que está más abajo. 
¿Qué información acerca de la cascada MAP cinasa podemos aprender 
acerca de este experimento? ¿Los datos de la parte (a) de la figura prue- 
ban que MEKK2 activa el MEK5 o viceversa? 
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(a) e Bal e 
> <— MEKK2 
ge yes 
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RA 
ens > ERKS5 fosforiladas 


2 ERKS 


b. ERK5 es una MAP cinasa que previamente mostró que se acti- 
vaba cuando era fosforilada por MEK5. Cuando ERK5 se fosforila por 
MEKS, su migración en el gel de poliacrilamida se retarda En otro ex- 
perimento adicional, las células HEK293 fueron transfectadas con un 
plásmido que codificaba la ERK5 junto con los plásmidos que codifica- 
ban MEK5, MEKK2, MEKK2 y MEK5 o MEKK2 y MEK5AA. MEKS5AA 
es una versión mutante inactiva del MEKS que opera como dominante 
negativa. La expresión de MEKSAA en las células HEK293 evita la se- 
ñalización a través de la MEK5 endógena activa. Los lisados de las célu- 
las transfectadas se analizaron por Western blotting con un anticuerp0 
contra la ERKS5 recombinante. A partir de los datos obtenidos en la 
parte (b) de la figura, ¿qué podemos concluir acerca del papel de la 
MEKK2 en la activación de ERK5? ¿De qué manera los datos obtenidos 
cuando las células se cotransfectan con ERKS5, MEKK2 y MEK5AA ayu- 
dan a dilucidar el orden de las participantes de esta cascada de cinasas' 


> Las proteínas plataforma pueden segregar diferentes MAPK que se- 
valan vias que comparten componentes en común. En la vía de apa- 
roamiento de las levaduras, las MEK (MAPKK) Ste7 fosforila y activa 
Ja Fus3 MAPK, mientras que Ste7 fosforila y activa la Kssl MAPK en el 
estado de inanición. El factor de apareamiento se activa por la activa- 
ción de una proteína G del receptor del factor de apareamiento; la G 
a la proteína plataforma Ste5, y la Stel 1, Ste7 y Fus3 pasen. 
tes de la cascada de cinasa. La mutación de los sitios de unión de Ste5 
para Stel 1 y Ste7 rompe la respuesta de apareamiento, demostrando 
claramente la importancia de Ste5 para una unión de las cinasas. La 
mutación del sitio de unión de Fus3 en Ste5 dio una respuesta más 
complicada, lo que sugiere que Ste5-Fus3 es una interacción que puede 
implicar más que simplemente una fijación. Esta posibilidad fue inves- 
tigada con las proteínas de las levaduras expresadas como proteínas re- 


combinantes en las bacterias o insectos y luego purificadas (véase Good 
vcols., 2009, Cell 136:1085-1097). 


reclut 


a. Un ensayo de apagamiento de la fluorescencia fue empleado para 
medir la actividad de las MAP cinasasFus3 y Kss1, empleando un pép- 
tido sustrato que podía ser fosforilado por ambas cinasas. El péptido 
fosforilado se une a galio acoplado a cuentas fluorescentes y apaga esta 
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fluorescencia. La velocidad de apagamiento de la fluorescencia (pér- 
dida de esta) corresponde a la actividad de la cinasa Kss1 o Fus3. Los 
resultados de la fosforilación de Ste7 y, por lo tanto, la activación de 
Kss] y Fus3 en presencia y ausencia de Ste5 se muestran más abajo: 

Curvas de apagamiento: 

1. Fus3 o Kss1 sola (control) 

2. Fus3 o Kss1 + Ste7 

3. Fus3 o Kss1 + Ste7 + Ste5 


¿Ste5 se necesita para la actividad de Ste7? ¿Ste7 activa la Fus3 y la Kss1 
de modo equivalente? ¿Qué nos dice el efecto de la presencia o de la 
ausencia de Ste5 en el ensayo acerca de la fosforilación de Ste7 y de la 
activación de Fus3 y Kss1? 


b. Las secuencias proteicas de Fus3 y Kss1 son 55% idénticas, pero 
cada una tiene un bucle de inserción MAPK único cerca del dominio 
de activación que es fosforilado por Ste7. La mutación de un residuo 
de isoleucina en el bucle de inserción Fus3 o el reemplazo del bucle de 
inserción Eus3 con la región equivalente de Kss1 dan como resultado 
curvas similares a la curva 2 de Kss1. ¿Qué sugiere esto acerca de la Fus3 
y la Kss] como sustratos para Ste7 y el papel de Ste5 en la estimulación 
de la fosforilación por Ste7 de Fus3? 


Referencias 


Receptores que activan las tirosincinasas proteicas 

Brewer, M., 2009. The juxtamembrane region of the EGF receptor functions 
as an activation domain. Mol. Cell 34:641-651. 

Goh, K., et al. 2010. Multiple mechanisms collectively regulate clathrin- 
mediated endocytosis of the epidermal growth factor receptor. J. Cell Biol. 189:871- 
883. 

Jura, N., et. al. 2009. Mechanism for activation of the EGF receptor catalytic 
domain by the juxtamembrane segment. Cell 137:1293-1307, 

Lazzara, M. J., and D. A. Lauffenburger. 2009. Quantitative modeling 
perspectives on the ErbB system of cell regulatory processes. Exp. Cell Res. 
315:717-725. 

Lemmon, M. A., and J. Schlessinger. 2010. Cell signaling by receptor 
tyrosine kinases. Cell 141:1117-1134. 

Lodish, H. E, et al. 2009. Intracellular Signaling by the Erythropoietin 
Receptor in Erythropoiesis and Eythropoietins, 2d ed. G. Molineux, M. A. Foote, 
and S. G. Elliott, eds. Birkhauser, pp. 155-174. 

Pfeifer, A. C, J. Timmer, and U. Klingmuller. 2008. Systems biology of JAK/ 
STAT signalling. Essays Biochem. 45:109-120. 

Schindler, C, D. E. Levy, and T. Decker. 2007. JAK-STAT signaling: from 
interferons to cytokines, J. Biol. Chem. 282:20059-20063. 

Wiley, H.S., S. Y. Shvartsman, and D. A. Lauffenburger. 2003. Computational 
modeling of the EGF-receptor system: a paradigm for systems biology. Trends 
Cell Biol. 13:43-50. 


La vía de la Ras/MAP cinasa 

Chen, R., and J. Thorner. 2007. Function and regulation in MAPX signaling 
pathways: lessons learned from the yeast Saccharo-myces cerevisiae. Biochim. 
Biophys. Acta 1773:1311-1340. 

Chong, H., J. Lee, and K-L Guan. 2001. Positive and negative regulation of 
Raf kinase activity and function by phosphorylation. EMBO ]. 20:3716-3727. 


Referencias 771 


Delpire, E. 2009. The mammalian family of sterile 20p-like protein kinases. 
Pflugers Arch.—Eur. J. Physiol. 458:953-967. 

Gastel, M. 2006. MAPKAP kinases—MKs—two's company, three's a crowd. 
Nature Rev. Mol. Cell Biol. 7:211-224. 

Nadal, E., and E Posas. 2010. Multilayered control of gene expression by 
stress-activated protein kinases. EMBO J. 29:4-13. 

Schwartz, M. A., and H. Madhani. 2004. Principles of MAP kinase signaling 
specificity in Saccharomyces cerevisiac. Ann. Rev. Genet. 38:725-748. 

Wiley, H.S., S. Y. Shvartsman, and D. A. Lauffenburger. 2003. Computational 
modeling of the EGF-receptor system: a paradigm for systems biology. Trends 
Cell Biol. 13:43-50. 


Las vías de señalización de los fosfoinosítidos 

Engelman, J. A., J. Luo, and L. C. Cantley. 2006. The evolution of 
phosphatidylinositol 3-kinases as regulators of growth and metabolism. Nat. 
Rev. Genet. 7:606-619. 

Fayard, E., et al. 2010. Protein kinase B (PKB/Akt), a key mediator of the 
PI3K signaling pathway. Curr. Top. Microbiol. Immunol. 346:31-56. 

Manning, B. D., and L. C. Cantley. 2007. AKT/PKB signaling: navigating 
downstream. Cell 129:1261-1274. 

Michell, R. H., et al. 2006. Phosphatidylinositol 3,5-bisphos-phate: 
metabolism and cellular functions. Trends Biochem. Sci. 31:52-63. 

Niggli, V. 2005. Regulation of protein activities by phosphoinositide 
phosphates. Ann. Rev. Cell Devel. Biol. 21:57-79. 

Vogt, P. K., et al. 2010. Phosphatidylinositol 3-kinase: the oncoprotein. Curr. 
Top. Microbiol. Immunol. 347:79-104. 


Las serina-cinasas receptoras que activan Smad 

Clarke, D., and X. Liu. 2008. Decoding the quantitative nature of TGF-B/ 
Smad signalling. Trends Cell Biol. 18:430-442. 

Deheuninck, J., and K. Luo. 2009. Ski and SnoN, potent negative regulators 
of TGF-P signalling. Cell Res. 19:47-57. 

Moustakas, A., and C.-H. Heldin. 2009. The regulation of TGFB signal 
transduction. Development 136:3699-3714. 


Vías de señalización controladas por ubicuitinación: Wnt, Hedgehog y NF-kB 
Bianchi, K., and P. Meier. 2010. A tangled web of ubiquitin chains: breaking 
news in TNF-R1 signaling. Mol. Cell 36:736-742. 
Goetz, S., and K. Anderson. 2010. The primary cilium: a signalling centre 


during vertebrate development. Nature Rev, Genet. 11:331-344. 


772 CAPÍTULO 16 » Vías de señalización que controlan la expresión génica 


Hayden, M., and $. Ghosh. 2008. Shared principles in NF-KB signaling Cej] 


132:344-362. 
Iwai, K., and E. Tokunaga. 2 
of NF-kB activation EMBO Reports 10:706-713. o 
Skaug, B., X. Jiang, and Z. Chen. 2009. The role of ubiquitin in NF-kB 


regulatory pathways Ann. Rev. Biochem. 78:769-796. 
Nusse. 2009. Towards an integrated view of Wnt 


009. Linear polyubiquitination: a new regulator 


Van Amerongen, R., and R. 
ment. Development 136:3205-3214. 


signaling in develop de 
2010. Regulation of Wnt/ B-catenin signaling 


Verheyen, E., and C. Gottardi. 


by protein kinases. Dev. Dyn. 239:34-44. 
Wan, E, and M. Lenardo. 2010. The nuclear signaling of NF-kB: current 
knowledge, new insights, and future perspectives Cell Res. 20:24-33, 


Wu, D., and W. Pan. 2009. GSK3: a multifaceted kinase in Wnt signaling. 
Trends Biochem. Sci. 35:161-168. 


Vías de señalización controladas por la escisión proteica: Notch/Delta, SREBP 

Blobel, C, G. Carpenter, and M. Freeman. 2009. The role of protease activity 
in ErbB biology. Exp. Cell Res. 315:671-682. 

Brown, M. S., and J. L. Goldstein. 2009. Cholesterol feedback: from 
Schoenheimer's bottle to Scap's MELADL. J. Lipid Res. 50:515-527. 

De Strooper, B. 2005. Nicastrin: gatekeeper of the y-secretase complex. Cell 
122:318-320. 

Goldstein, J., R. DeBose-Boyd, and M. Brown. 2006. Protein sensors for 
membrane sterols. Cell 124:35-46. 

He, G., et al. 2010. Gamma-secretase activating protein is a therapeutic 
target for Alzheimer's disease. Nature 467:95-98. 

Seals, D., and S. A. Courtneidge. 2003. The ADAMs family of metalloproteases: 
multidomain proteins with multiple functions. Genes Dev. 17:7-30. 


Integración de las respuestas celulares a múltiples vías de señalización 
Bogan, J., and K. Kandror. 2010. Biogenesis and regulation of insulin- 
responsive vesicles containing GLUT4. Curr. Opin. Cell Biol. 22:506-512. 
Boura-Halfon, S., and Y. Zick. 2008. Phosphorylation of IRS proteins, 
insulin action, and insulin resistance. Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 
296:E581-E591. 
Rosen, E., and O. MacDougald. 2006. Adipocyte differentiation from the 
inside out. Nature Rev. Mol. Cell Biol. 7:885-896. 
Wang, Z., and D. Thurmond. 2009. Mechanisms of biphasic insulin-granule 


exocytosis—roles of the cytoskeleton, small GTPases and SNARE proteins. ]. 
Cell Sci. 122:893-903. 


Corte de intestino de ratón teñido para actina (rojo), la proteína de la matriz 
extracelular laminina (verde) y DNA (azul). Cada punto azul de DNA indica la 
presencia de una célula. La actina de las microvellosidades del extremo apical 
de las células epiteliales puede verse cubriendo la superficie que enfrenta la 
luz (parte superior). La actina puede verse también de modo prominente en el 


músculo liso que rodea al intestino (parte inferior). (Fotomicrografía cortesía de Thomas 
Deerinck y Mark Ellisman.) 


uando miramos a través de un microscopio la maravillosa di- 

versidad de células de la naturaleza, la variedad de formas y 

movimientos celulares que podemos discernir es asombrosa. 
En primera instancia, podemos notar que algunas células, como los 
espermatozoides de los vertebrados, los ciliados como Tetrahymena o 
los flagelados como Chlamydomonas, nadan rápidamente, impulsados 
por cilios y flagelos. Otras células, como las amebas y los macrófagos 
humanos, se mueven más suavemente, impulsadas no por apéndices 
externos sino por el movimiento coordinado de la propia célula. Tam- 
bién podemos notar que algunas células en los tejidos se unen entre sí 
formando una lámina pavimentosa, mientras que otras —por ejemplo, 
las neuronas— tienen prolongaciones largas, de hasta unos 90 cm de 
longitud y establecen contactos selectivos entre ellas. Al mirar más de 
cerca la organización interna de las células, vemos que los orgánulos 
tienen localizaciones características; por ejemplo, el aparato de Golgi 
generalmente se encuentra cerca del núcleo central. ¿De qué modo se 
logra esta diversidad de forma, organización celular y movilidad? ¿Por 
qué es importante que las células tengan una forma característica y 
una organización interna clara? Consideremos en primer término dos 
ejemplos de células con funciones y organizaciones muy distintas. 
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Las células epiteliales que recubren el intestino forman una capa 
pavimentosa apretada de células con forma de ladrillo, conocidas 
como epitelio (Fig. 17-la, b). Su función es importar nutrientes 
(como la glucosa) desde la luz del intestino a través de la membrana 
plasmática apical (superior) y exportarlos a través de la membrana 
plasmática basolateral (inferior y de lado) hacia el torrente sanguí- 
neo. Para llevar a cabo este transporte direccional, las membranas 
plasmáticas apical y basolateral de las células epiteliales deben tener 
diferentes composiciones proteicas. Las células epiteliales están uni- 
das y selladas entre sí por uniones celulares (analizadas en el Cap. 
20), que crean una barrera física entre los dominios apical y basolate- 
ral de la membrana. Esta separación permite que la célula ubique las 
proteínas de transporte correctas en las membranas plasmáticas de 
ambas superficies. Además, la membrana apical tiene una morfología 
única, con numerosas proyecciones con forma de dedos llamadas mi- 
crovellosidades que incrementan el área de la membrana plasmática 
disponible para la absorción de nutrientes. Para lograr esta organiza- 
ción, las células epiteliales deben tener una estructura interna que les 


dé forma y entregue las proteínas apropiadas a la superficie correcta 
de la membrana. 


17.5 Las miosinas: proteínas motoras basadas en actina 793 
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FIGURA 17-1 Panorama general de los citoesqueletos de una célula 
epitelial y una célula en migración. (3) Fotomicrografía electrónica de 
transmisión de un corte fino de una célula epitelial del intestino delgado que 
muestra los componentes del citoesqueleto de las microvellosidades. (b) Las 
células epiteliales están muy polarizadas, con dominios apical y basolateral 
distintivos. Una célula epitelial del intestino transporta nutrientes a su interior 
a través del dominio apical y hacia el exterior a través del dominio basolateral, 
(c) Fotomicrografía electrónica de transmisión de parte del borde conductor 
de una célula en migración. La célula fue tratada con un detergente suave 
para disolver las membranas, lo que también permite la solubilización de la 


Consideramos ahora a los macrófagos, un tipo de glóbulo blanco 
que sale a la búsqueda de los agentes infecciosos y los destruye por un 
proceso de englobamiento llamado fagocitosis. Las bacterias liberan 
sustancias químicas que atraen al macrófago y lo guían hacia la in- 
fección. A medida que el macrófago sigue el gradiente químico, retor- 
ciéndose y girando para obtener las bacterias y fagocitarlas, debe reor- 
ganizar constantemente su maquinaria de locomoción celular. Como 
veremos, la maquinaria móvil interna de los macrófagos y otras células 


que se arrastran siempre está orientada hacia la dirección hacia la cual 
se desplazan (Fig. 17-1C, d). 
Éstos son solamente dos ejemplos de polaridad celular —la capacidad 


de las células de generar regiones funcionalmente distintas—. De hecho, 
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mayoría de los componentes del citoplasma. El citoesqueleto remanente 

fue sombreado con platino y visto al microscopio electrónico. Nótese la 

red de filamentos de actina visible en esta fotomicrografía. (d) Una célula 

en migración, como un fibroblasto o un macrófago, tiene dominios 
morfológicamente distintos, con un borde conductor en el frente. Los 
microfilamentos se indican en rojo, los microtúbulos en verde y los lamentos 
intermedios en azul oscuro. La posición del núcleo (azul claro oval) se muestra 
también. (Parte [a] cortesía de Mark Mooseker; parte [c] de TM Svitkina y cols. 1999, J Cell Biol 
145:1009, cortesia de Tatyana Svitkina ) ÓN 


cuando uno piensa acerca de todos los tipos de células, se da cuenta de 
que la mayoría tiene alguna forma de polaridad celular Un rre 
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de dividirse: primero deben elegir un eje para la división celular y luego 
a da segregar sus orgánulos a lo largo A A %; 
roo interna y la polaridad funcional de una 
llamada ius a e red proteica filamentosa tridimensional 
después de tratar las cél E puede ser aislado y visualizado 
membrana plasmática Earl suaves que solubilizan la 
arte del citopl ig An internos, lo que libera la mayor 
la toda la en Id 1716), El citoesqueleto se extiende a lo largo 
ido a la membrana plasmática y l culos 
y los orgánu 


Microfilamentos 


a) 
5 
5 Actina 
LD 
3 
[2] 
g 
¿ 
o 
pr] 
0, 
uw 
|] 
S 
o 
o 
A 
1] 
[8] 
[2] 
pao | 


FIGURA 17-2 Los componentes del citoesqueleto. Cada tipo de filamento 
se ensambla a partir de subunidades específicas en un proceso reversible, de 
modo tal que las células pueden ensamblar y desensamblar filamentos según 
sus necesidades. Los paneles inferiores muestran la localización de los tres 


internos, proporcionando así un armazón para la organización celular. 
El término citoesqueleto puede implicar una estructura fija como un es- 
queleto óseo. De hecho, el citoesqueleto puede ser muy dinámico, con 
componentes capaces de reorganizarse en menos de un minuto, o pue- 
de ser bastante estable durante horas. Como resultado, las longitudes y 
dinámicas de los filamentos pueden variar ampliamente, los filamentos 
pueden ensamblarse en diferentes tipos de estructuras y pueden estar 
localmente regulados en la célula. 

El citoesqueleto está compuesto por tres sistemas de filamentos 
principales, que se muestran en la Figura 17-1b, d, como también en la 
Figura 17-2, todos los cuales están organizados y regulados en tiempo 
y espacio. Cada sistema de filamentos está compuesto por un políme- 
ro de subunidades ensambladas. Las subunidades que constituyen los 
filamentos sufren un ensamblaje y desensamblaje regulado, lo que daa 
la célula la flexibilidad de ensamblar y desensamblar diferentes estruc- 


turas según sea necesario. 


* Los microfilamentos son polímeros de la proteína actina organizados 
en haces funcionales y redes mediante proteínas que unen actina. Los 
microfilamentos son de especial importancia en la organización de la 
membrana plasmática, y dan forma a estructuras superficiales como 
las microvellosidades. Los microfilamentos pueden funcionar por sí 
mismos o servir como senderos para proteínas motoras como la mio- 
sina impulsada por ATP, que sirve a una función contráctil (como en 
el músculo) o como transportadores de carga a lo largo de los micro- 


filamentos. 


« Los microtúbulos son tubos largos formados por la proteína tubulina y 
organizados por proteínas asociadas con los microtúbulos. Con frecuen- 
cia se extienden a lo largo de toda la célula y proveen un armazón para 
la organización de para orgánulos asociados y para el sostén estructural 
de los cilios y los flagelos. También constituyen la estructura del huso 
mitótico, la maquinaria empleada para separar los cromosomas dupli- 
cados durante la mitosis. Los motores moleculares llamados cinesinas y 
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sistemas de filamentos en las células en cultivo, como se ven en microscopía 
de inmufluorescencia para actina, tubulina y una proteína de los filamentos 
intermedios respectivamente. (Actina y tubulina cortesía de D Garbett y A Bretscher; 


hlamentos intermedios Copyright Molecular Expressions, Nikon € FSU) 


dineínas transportan carga a lo largo de los microtúbulos y, al igual que 
la miosina, también son impulsados por la hidrólisis de ATP. 


+ Los filamentos intermedios son estructuras filamentosas específicas 
de los tejidos que cumplen con una diversidad de funciones, que inclu- 
yen el prestar soporte estructural a la membrana nuclear, proporcionar 
integridad estructural a las células y los tejidos y cumplir con funciones 
estructurales y de barrera en la piel, el pelo y las uñas. A diferencia de la 
situación para los microfilamentos y los microtúbulos, no hay motores 
que empleen a estos filamentos intermedios como vías. 


Como podemos ver en la Figura 17-1, las células pueden construir 
conformaciones muy distintas de sus citoesqueletos. Para establecer es- 
tas conformaciones las células deben registrar señales —ya sea a partir 
de factores solubles que bañen a la célula, provenientes de células adya- 
centes o de la matriz extracelular— e interpretarlos (Fig. 17-3). Estas se- 
ñales son detectadas por receptores de la superficie celular que activan 
vías de transducción de la señal que finalmente convergen en factores 
que regulan la organización del citoesqueleto. 

La importancia del citoesqueleto para el funcionamiento normal 
de la célula y su movilidad es evidente cuando un defecto en un com- 
ponente del citoesqueleto —o en la regulación de éste— provoca una 
enfermedad. Por ejemplo, aproximadamente 1 de cada 500 personas 
tiene un defecto que afecta al aparato contráctil del corazón, lo cual 
da como resultado miocardiopatías de diferente grado de gravedad. 
Muchas enfermedades de los glóbulos rojos afectan a los componentes 
del citoesqueleto que sostienen la membrana plasmática de estas cé- 
lulas. Las células cancerosas metastásicas muestran una movilidad no 
regulada debida a la regulación defectuosa del citoesqueleto, por lo que 
se separan de su tejido de origen y migran a nuevas ubicaciones para 
formar nuevas colonias de crecimiento descontrolado. 

En este capítulo y en el siguiente analizaremos la estructura, la fun- 
ción y la regulación del citoesqueleto. Veremos de qué manera una cé- 
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FIGURA 17-3 Regulación de la función del citoesqueleto por 
señalización de las células. Las células emplean los receptores de la 
superficie celular para detectar señales externas provenientes de la matriz 
extracelular, de otras células o de factores solubles. Estas señales son 
transmitidas a través de la membrana plasmática y activan vías de señalización 
citosólicas específicas. Las señales -con frecuencia integradas a partir de 

más de un receptor- conducen a la organización del citoesqueleto para 
proporcionar a las células su forma, así como para determinar la distribución 

y el movimiento de los orgánulos. En ausencia de señales externas, las células 
aún organizan su estructura interna, pero no de modo polarizado. 


lula organiza su citoesqueleto para determinar la forma y la polaridad 
celular, para proporcionar organización y movilidad a sus orgánulos y 
para ser el marco estructural para procesos, tales como la natación ce- 
lular y el arrastre de las células. Analizaremos el modo en que las células 
ensamblan los tres sistemas distintos de filamentos y de qué manera 
las vías de transducción de la señal regulan estas estructuras tanto en 
forma local como global. En el Capítulo 19 se analiza la forma en que 
el citoesqueleto está regulado durante el ciclo celular y en el Capítulo 
20, de qué manera participa en la organización funcional de los tejidos. 
En este capítulo, nuestro foco está puesto en los microfilamentos y las 
estructuras basadas en actina. Si bien inicialmente examinamos los sis- 
temas del citoesqueleto por separado, en el capítulo siguiente veremos 
que los microfilamentos cooperan con los microtúbulos y los filamen- 
tos intermedios en el funcionamiento normal de las células. 


17.1 Microfilamentos y estructuras de actina 


Los microfilamentos pueden ensamblarse en una gran variedad de ti- 
pos diferentes de estructuras dentro de una célula (Fig. 17-4a). Cada 
una de estas estructuras diversas sustenta funciones particulares de la 
célula. Los microfilamentos pueden existir como un haz apretado de fi- 
lamentos que constituye el núcleo de las microvellosidades delgadas con 
forma de dedos, pero también pueden encontrarse en una red menos 
ordenada por debajo de la membrana plasmática, a la que se denomina 
corteza celular, en la que proporcionan sostén y organización. En las cé- 
lulas epiteliales los microfilamentos forman una banda contráctil alre- 
dedor de la célula, el cinturón adherente, que se encuentra íntimamente 
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J lean los microfilamentos contráctiles en un 
came 108 marrólogos A ¡ englobar e internalizar patógenos 
proceso denominado fagocitosis para eng” at iilasa 
(como bacterias), que luego se destruyen internam A p salta- 
mente dinámicos, cortos de ensamblaje de lamentos ñ eN pen 
impulsar el movimiento de las vesículas ento duda a e de la 
membrana plasmática. En una etapa tardía de la dan ce u ar de 
los animales, después de que todos los orgánulos se han duplicado y 
segregado, se forma un anillo contráctil que se estabeha para generas dos 
células hijas en un proceso conocido como citocinesis. Así, las células 
emplean a los filamentos de actina de muchos mada: en un papel es- 
tructural, utilizando la potencia de la polimerización de la actina Para 
hacer trabajo, o como vías para los motores de miosina. La fotomicro- 
grafía electrónica de la Figura 17-4b muestra microfilamentos en las 
microvellosidades. Con frecuencia, dentro de una única célula coexis- 
ten diferentes disposiciones de microfilamentos, como se muestra en la 
Figura 17-4c, en este caso, un fibroblasto en migración. 

El bloque estructural básico de los microfilamentos es la actina, 
una proteína que tiene la notable propiedad de ensamblarse de manera 
reversible en un filamento polarizado con extremos distintos desde el 
punto de vista funcional. Luego, estos filamentos son moldeados a las 
distintas estructuras descritas en el párrafo anterior mediante proteínas 
que unen actina. El nombre microfilamento se refiere a la actina en su 
forma polimerizada, con sus proteínas asociadas. En esta sección, mi- 
raremos a la propia actina y a los filamentos en los cuales se ensambla. 


La actina es antigua, abundante 
y muy conservada 


La actina es una proteína intracelular abundante de las células euca- 
riontes. En las células musculares, por ejemplo, constituye aproxima- 
damente el 10% en peso de toda la proteína celular; aun en las células 
no musculares, la actina constituye entre el 1-5% de la proteína celular. 
La concentración citosólica de actina en las células no musculares os- 
cila de 0,1 a 0,4 mM; en estructuras especiales como las microvellosi- 
dades, sin embargo, la concentración local de actina puede alcanzar 
hasta 5 mM. Para comprender cuánta actina está presente en las células, 
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FIGURA 17-4 Ejemplos de estructuras basadas en los microfilamentos. 
(a) En cada panel, los microfilamentos se muestran en rojo. (b) Fotomicrografía 
electrónica de barrido de la región apical de una célula epitelial polarizada, que 
muestra los haces de los filamentos de actina que constituyen los núcleos de 
las microvellosidades. (c) Una célula que se mueve hacia la parte superior de la 
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en la síntesis de la pared celular bacteriana. Algunos de los eucariontes 
unicelulares, como las levaduras y las amebas, tienen uno o dos genes 
ancestrales de actina, mientras que los organismos multicelulares con 
frecuencia contienen múltiples genes de actina. Por ejemplo, los seres 
humanos tienen 6 genes de actina, y algunas plantas tienen más de 60 
(aunque la mayoría son seudogenes, que no codifican proteínas de ac- 
tina funcionales). Cada gen de actina funcional codifica una isoforma 
distinta de la proteína. Las isoformas de actina pueden clasificarse en 
tres grupos: las actinas aL, las actinas P y las actinas y. En los vertebra- 
dos hay cuatro isoformas de actina presentes en tipos específicos de 
células musculares y dos isoformas en las células no musculares. Estas 6 
isoformas difieren en solo aproximadamente 25 de los 375 residuos de 
la proteína completa o muestran una identidad de aproximadamente 
93%. Aunque estas diferencias pueden parecer menores, las tres isofor- 
mas de actina tienen funciones distintas: la actina Or está asociada con 
estructuras contráctiles, la actina y da cuenta de los filamentos en las 
fibras de tensión y la actina P está enriquecida en toda la corteza celular 
y el borde conductor de las células móviles. 


Los monómeros de G-actina se ensamblan en 
polímeros largos, helicoidales, de F-actina 


La actina existe en forma de monómero globular llamado G-actina y 
como un polímero filamentoso llamado F-actina, que es una cadena 
lineal de subunidades de G-actina. Cada molécula de actina contiene 
un ion Mg?* que forma un complejo con ATP o ADP. La importancia 
de la conversión entre las formas de ATP y ADP de la actina se analiza 


más adelante. 
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página, teñida para actina con faloidina fluorescente, una sustancia que se une 
específicamente a la F-actina. Nótese el modo en que pueden existir muchas 
organizaciones diferentes en una célula. (Parte [b] cortesia de N. Hirokawa; parte [c] cortesía 
de J. V. Small.) 


El análisis cristalográfico de rayos X revela que el monómero de G- 
actina está separado en dos lóbulos por un surco profundo (Fig. 17-5a). 
En la base del surco se encuentra el pliegue de ATPasa, el sitio en el que 
el ATP y el Mg** se encuentran unidos. El piso del surco actúa como 
una bisagra que permite que los lóbulos se flexionen entre sí. Cuando 
el ATP o el ADP se unen a la G-actina, el nucleótido afecta la confor- 
mación de la molécula; de hecho, sin un nucleótido unido, la G-actina 
se desnaturaliza muy rápidamente. La adición de los cationes —-Mg”", 
K* o Na'- a una solución de G-actina induce la polimerización de G- 
actina a filamentos de F-actina. El proceso es reversible: la F-actina se 
despolimeriza en G-actina cuando la fuerza iónica de la solución baja. 
Los filamentos de F-actina que se forman in vitro son indistinguibles 
de los que se ven en las células, lo que indica que la F-actina es un com- 
ponente principal de los microfilamentos. 

A partir de los resultados de los estudios de difracción de los rayos 
X de los filamentos de actina y la estructura del monómero de actina 
que se muestra en la Figura 17-5a, los científicos han determinado que 
las subunidades de un filamento de actina están dispuestas en una es- 
tructura helicoidal (Fig. 17-5b). En esta configuración, los filamentos 
pueden considerarse como dos hebras helicoidales enrolladas una al- 
rededor de la otra. Cada subunidad en la estructura contacta con una 
subunidad por encima y con una por debajo en una hebra y las dos en 
la otra. Las subunidades de una hebra simple se enrollarán alrededor de 
la otra hebra y repetirán después de 72 nm o 14 subunidades de actina. 
Dado que hay dos hebras, el filamento de actina parece repetirse cada 
36 nm (véase Fig. 17-5b). Cuando la F-actina se tiñe negativamente 
con acetato de uranilo para microscopia electrónica, aparece como una 
cinta retorcida cuyo diámetro varía entre 7 y 9 nm (Fig. 17-5c). 
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FIGURA 17-5 Estructuras de los filamentos monoméricos de G-actina 

y F-actina. (a) Modelo de monómero de actina (que mide 5,5 x 5,5 x 3,5 

nm) y muestra que está dividida por un surco central en dos lóbulos de 
aproximadamente el mismo tamaño y cuatro subdominios numerados de | 

a IV. El ATP (rojo) se une a la parte inferior del surco y contacta ambos lóbulos 
(la esfera amarilla representa al Mg?*). Los extremos N-terminal y C-terminal se 
encuentran en el subdominio |. (b) Un filamento de actina aparece como dos 
hebras de subunidades. Una unidad repetida consiste en 28 subunidades (14 
en cada hebra indicado por un * para cada hebra), que cubre una distancia de 
72 nm. El surco que une ATP de cada subunidad de actina está orientado hacia 


La F-actina tiene polaridad estructural y funcional 


Todas las subunidades de un filamento de actina están orientadas del 
mismo modo. En consecuencia, un filamento muestra polaridad; es 
decir, un extremo es distinto del otro. Como veremos, un extremo del 
filamento se ve favorecido por la adición de subunidades de actina y se 
designa como extremo (+), mientras que el otro extremo se ve favore- 
cido por la disociación de subunidades y es designado como extremo 
(-). En el extremo (+), el surco que une ATP de la subunidad de actina 
terminal contacta con la subunidad vecina, mientras que en el extremo 
(-), el surco está expuesto a la solución que lo rodea (véase | ig. 17-5b). 

Sin la resolución atómica que provee la cristalografía de rayos X, 
el surco en una subunidad de actina y, por lo tanto, la polaridad de 


FIGURA EXPERIMENTAL 17-6 La decoración con miosina s1 
demuestra la polaridad de un filamento de actina. Los dominios 
de la cabeza 51 de la miosina se unen a las subunidades de actina en 
una orientación particular. Cuando se unen a todas las subunidades 
de un filamento, 51 parece formar una espiral alrededor de éste. 

Esta cobertura de las cabezas de miosina produce una serie de 
decoraciones con forma de punta de flecha (flechas) que se ven con 
mayor facilidad en las vistas amplias del filamento. La polaridad en 

la decoración define un extremo puntiagudo (-) y un extremo con 


púas (+). (Cortesía de R Craig) 
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(b) (c) 


Extremo (-) 


Extremo (+) 


el mismo extremo del filamento. El extremo de un filamento con un surco de 
unión expuesto es el extremo (—); el extremo opuesto es el extremo (+). (0) 

Al microscopio electrónico, los filamentos de actina teñidos negativamente 
aparecen como hebras largas, flexibles y retorcidas de subunidades con forma 
de cuentas. A raíz de este giro, el filamento aparece alternativamente más 
delgado (7 nm de diámetro) y más grueso (9 nm de diámetro) (fechas). (Los 
microfilamentos vistos en una célula por microscopia electrónica son los de 
F-actina más cualquier proteína unida.) (Parte [a] adaptada de C. E Schutt y cols, 1983, 
Nature 365:810, cortesía de M. Rozycki. Parte [c] cortesía de R. Craig.) 


un filamento, no resulta detectable. Sin embargo, la polaridad de los 
filamentos de actina puede demostrarse mediante microscopia electró- 
nica en experimentos de “decoración” que explotan la capacidad de la 
proteína motora miosina de unirse específicamente a los filamentos de 
actina. En este tipo de experimento, un exceso de miosina S1, el domi- 
nio con la cabeza que une actina perteneciente a miosina, se mezcla 
con filamentos de actina y se permite que ocurra la unión. La miosina 
se une a los lados de un filamento con una ligera inclinación. Cuando 
todas las subunidades de actina han sido unidas por miosina, el fila- 
mento tiene un aspecto “decorado” con puntas de flecha que señalan 
todas hacia un extremo del filamento (Fig. 17-6). 


La capacidad de la cabeza S1 de la miosina de unirse y cubrir a la 


F-actina es muy útil experimentalmente —ha permitido que los inves- 


A 


tigadores identifiquen la polaridad de los filamentos de actina tanto in 
vitro como en las células—. Las puntas de flecha señalan hacia el extre- 
mo (-) y, Por lo tanto, este extremo con frecuencia se llama el extremo 
“señalado” de un filamento de actina; el extremo (+) se conoce como el 
extremo “punzante”. Dado que la miosina se une a los filamentos de ac- 
tina y Noa los microtúbulos o a los filamentos intermedios, la decora- 
ción con puntas de flecha es un criterio mediante el cual los filamentos 
de actina pueden ser identificados definitivamente entre otras fibras del 


citoesqueleto en las fotomicrografías electrónicas de las células. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 17.1 


Microfilamentos y estructuras de actina 


« Los microfilamentos pueden ensamblarse en diversas estructuras, 
muchas asociadas con la membrana plasmática (véase Fig. 17-4a). 


+ La actina, el bloque estructural básico de los microfilamentos, es una 
proteína principal en las células eucariontes y está altamente conser- 


vada. 


+ La actina puede ensamblarse de modo reversible en filamentos que 
consisten en dos hélices de subunidades de actina. 


+ Todas las subunidades de actina de un filamento están orientadas en 
la misma dirección, con el sitio de unión al nucleótido expuesto en el 


extremo (-) (véase Fig. 17-5). 


17.2 Dinámica de los filamentos de actina 


El citoesqueleto de actina no es una estructura estática, sin cambios, 
formada por haces y redes de filamentos. Aunque los microfilamen- 
tos pueden ser relativamente estáticos en algunas estructuras, en otras 
son muy dinámicos dado que crecen o se encogen en longitud. Estos 
cambios en la organización de los filamentos de actina pueden gene- 
rar fuerzas que provocan grandes cambios en la forma de una célula o 
impulsan movimientos intracelulares. En esta sección consideraremos 
los mecanismos y la regulación de la polimerización de la actina, que 
es responsable en gran medida de la naturaleza dinámica de las células. 
Veremos que varias proteínas que unen actina son contribuciones im- 
portantes a estos procesos. 


La polimerización de la actina in vitro 
procede en tres pasos 


La polimerización in vitro de los monómeros de G-actina para for- 
mar filamentos de F-actina puede ser controlada mediante viscome- 
tría, sedimentación, espectroscopia de fluorescencia o microscopia de 
fluorescencia (Cap. 9). Cuando los filamentos de actina han crecido lo 
suficiente en longitud como para enredarse, la viscosidad de la solución 
aumenta, lo cual se mide como un descenso en la velocidad de flujo en 
un viscosímetro. La base del ensayo de sedimentación es la capacidad 
de la ultracentrifugación (100 000 g durante 30 minutos) de sedimen- 
tar F-actina pero no G-actina. El tercer ensayo hace uso de G-actina 
marcada covalentemente con un colorante fluorescente; el espectro 


e 


de fluorescencia del monómero marcado de G-actina cambia cuando 
se polimeriza a F-actina. Finalmente, el crecimiento de los filamentos 
marcados de modo fluorescente puede ser revelado con una videomi- 
ensayos son útiles para los estudios 
a actina y para la caracterización de 
fin de determinar cómo afectan 
los filamentos de actina. 


croscopia de fluorescencia. Estos 
cinéticos de la polimerización de | 
las proteínas que unen actina, con el 
la dinámica de la actina o cómo entrecruzan 

El mecanismo de ensamblaje de actina se ha estudiado extensa- 


mente. Resulta notable que pueda purificarse G-actina a alta concen- 
-siempre que se mantenga 


tración proteica sin que forme filamentos 
y bajos niveles de cationes. 


en una solución amortiguadora con ATP 
Sin embargo, como vimos con anterioridad, si el nivel de cationes se 
incrementa (p. ej., a 100 mM K* y 2 mM Mg?*), la G-actina se polime- 
rizará y la cinética de la reacción dependerá de la concentración inicial 
de G-actina. La polimerización de la G-actina pura in vitro ocurre en 
tres fases secuenciales (Fig. 17-74): 

1. La fase de nucleación está marcada por un período de retardo en el 
cual las subunidades de G-actina se combinan en dos o tres subunida- 
des. Cuando el oligómero alcanza tres subunidades de longitud, puede 
actuar como semilla, o núcleo, para la fase siguiente. 


2. Durante la fase de elongación, el oligómero corto rápidamente in- 
crementa su longitud por la adición de monómeros de actina a ambos 
extremos. A medida que los filamentos de F-actina crecen, la concen- 
tración de los monómeros de G-actina disminuye hasta que se logra el 
equilibrio entre los extremos de los filamentos y los monómeros y se 
alcanza un estado estacionario. 


3. En la fase de estado estacionario, los monómeros de G-actina inter- 
cambian con subunidades en los extremos del filamento, pero no hay 
cambio neto en la longitud total de los filamentos. 


Las curvas cinéticas de la Figura 17-7b, c muestran el estado de la 
masa de filamentos durante cada fase de la polimerización. En la Figura 
17-7c vemos que el período de retardo se debe a la nucleación, porque 
puede ser eliminado por la adición de un número pequeño de núcleos 
de F-actina a la solución de G-actina. 

¿Cuánta G-actina es necesaria para el ensamblaje espontáneo de 
los filamentos? Los científicos han colocado varias concentraciones 
de ATP-G-actina en condiciones de polimerización y han encontrado 
que, por debajo de cierta concentración, los filamentos no pueden en- 
samblarse (Fig. 17-8). Por encima de esta concentración, los filamentos 
comienzan a formarse y, cuando se alcanza el estado estacionario, la 
incorporación de más subunidades libres se equilibra con la disocia- 
ción de subunidades a partir de los extremos de los filamentos para dar 
como resultado una mezcla de filamentos y monómeros. La concentra- 
ción a la cual los filamentos se forman se conoce como concentración 
crítica, C., global. Por debajo de la C,, los filamentos no se formarán; 
por encima de la C, se forman filamentos. En estado estacionario, la 
concentración de la actina monomérica permanece en la concentra- 
ción crítica (véase Fig. 17-8). 


Los filamentos de actina crecen más rápidamente 
en los extremos (+) que en los extremos (-) 


Vimos previamente que los experimentos de decoración con cabezas 
de miosina Slmuestran una polaridad estructural inherente en la F- 
actina (véase Fig. 17-6). Si se añade ATP-G-actina libre a un filamento 
previamente decorado con miosina, los dos extremos crecerán a veloci- 
dades muy distintas (Fig. 17-9). De hecho, la velocidad de la adición de 
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FIGURA 17-7 Las tres fases de la polimerización de G-actina in vitro. (a) 
En la fase de nucleación inicial, los monómeros de ATP-G-actina (rojo) forman 
lentamente complejos estables de actina (púrpura). Estos núcleos se alargan 
con rapidez en una segunda fase por la adición de subunidades a ambos 
extremos del filamento. En la tercera fase, los extremos de los filamentos de 
actina se encuentran en un estado estacionario con la G-actina monomérica. 


Núcleos 
añadidos 
at=0 


(b) Curso temporal de la reacción de polimerización in vitro que revela el 
período de retardo inicial asociado con la nucleación, la fase de elongación 

y el estado estacionario. (c) Si algunos fragmentos de filamentos de actina 
estables, cortos, se añaden al inicio de la reacción para actuar como núcleos, la 
elongación ocurre de inmediato, sin período de retardo. 


Tiempo 


ATP-G-actina es cerca de diez veces más rápida en el extremo (+) que 
en el extremo (-). La velocidad de adición, por supuesto, está deter- 
minada por la concentración de ATP-G-actina libre. Los experimentos 
cinéticos han mostrado que la velocidad de adición en el extremo (+) 
es de aproximadamente 12 4M”' s” y de aproximadamente 1,3 uM” so 
en el extremo (-) (Fig. 17-10a). Esto significa que si se añade 1 jM de 
ATP-G-actina libre a filamentos preformados, se añadirá un promedio 
de 12 subunidades al extremo (+) cada segundo, mientras que solo se 
añadirán 1,3 al extremo (—) en el mismo período. ¿Qué puede decirse 
acerca de la velocidad de pérdida de subunidades en cada extremo? Por 
el contrario, las velocidades de disociación de las subunidades de ATP- 
G-actina desde ambos extremos son bastante semejantes, de aproxi- 
madamente 1,4 s”' desde el extremo (+) y de 0,8 s”' desde el extremo 


FIGURA 17-8 Determinación de la formación de filamentos por la 
concentración de actina. La concentración crítica (C,) es la concentración 
de los monómeros de G-actina en equilibrio con los filamentos de actina. 

A concentraciones de monómeros por debajo de la C_ no ocurre la 
polimerización. Cuando la polimerización se induce a concentraciones de 
monómeros superiores a la C., los filamentos se ensamblan hasta que se 
alcanza el estado estacionario y la concentración del monómero cae a la C.. 
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(-). Dado que esta disociación simplemente es la velocidad a la cual las 
subunidades abandonan los extremos, no depende de la concentración 
concomitante de ATP-actina libre. 

¿Qué implicaciones tienen estas velocidades de asociación y diso- 
ciación para la dinámica de la actina? En primer lugar, consideremos 
solo un extremo, el (+). Como vimos previamente, la velocidad de 
adición depende de la concentración de ATP-G-actina libre, mientras 
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Monómero 


C Concentración total de actina 
(monómero y filamentos) 


FIGURA EXPERIMENTAL 17-9 Los dos extremos de un filamento de 
actina decorado con miosina crecen en forma distinta. Cuando los 
filamentos cortos de actina son decorados con una cabeza $1 de miosina y 
luego empleados para nuclear la polimerización de la actina, las subunidades 
de actina resultantes se añaden de modo mucho más eficiente al extremo (+) 
que al extremo (-) del filamento en nucleación. Este resultado indica que los 
monómeros de G-actina se añaden mucho más rápido al extremo (+) que al 
extremo (-). (Cortesía de T. Pollard) 


que la velocidad de pérdida de subunidades no depende de ella. Así, se 
añadirán subunidades a altas concentraciones de ATP-G-actina libre 
pero a medida que la concentración disminuye se alcanzará un punto 
en el cual la velocidad de adición está equilibrada con la velocidad de 
pérdida y no ocurrirá crecimiento neto en ese extremo. Esto se llama 
la concentración crítica C*, para el extremo (+), y podemos calcularla 
fijando la velocidad de ensamblaje como igual a la velocidad de des- 
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FIGURA 17-10 Recambio rotatorio de la actina. Las subunidades de ATP- 
actina se añaden más rápidamente al extremo (+) que al extremo (-) de un 
filamento de actina, lo que da como resultado una concentración crítica menor 
y un recambio rotatorio en el estado estacionario. (a) La velocidad de adición 
de ATP-G-actina es mucho más rápida en el extremo (+) que en el extremo 

(>), mientras que la velocidad de disociación de la ADP-G-actina es similar en 
ambos extremos. Esta diferencia resulta en una concentración crítica menor 


"Y 


ensamblaje. Así, a la concentración crítica, la velocidad de ensamblaje 
es C* veces la velocidad medida de adición de 12 4M"s1(C* 125), 
mientras que la velocidad de desensamblaje es independiente de la 
concentración de actina libre, es decir, 1,4 5”. Al igualar estos térmi- 
nos, €”, = 1,4 5/12 uM-s o 0,12 4M para el extremo (+). Por enci- 
ma de esta concentración de ATP-G-actina libre se produce la adición 
de subunidades al extremo (+) y el crecimiento neto, mientras que, 
por debajo de ella, hay una pérdida neta de subunidades y tiene lugar 
el acortamiento. 

Consideremos ahora solamente el extremo (—). Dado que la velo- 
cidad de adición es mucho más baja, 1,3 JM” s”, y la velocidad de 
disociación es, sin embargo, aproximadamente la misma, 0,8 s”*, espe- 
ramos que la concentración crítica C”, en el extremo (-) sea más alta 
que la C*.. De hecho, tal como hicimos recientemente para el extremo 
(+), podemos calcular la C”, en aproximadamente 0,8 571/1,3 pM” s” 
o 0,6 uM. Así, a menos de 0,6 jM de ATP-G-actina libre, digamos 0,3 
uM, el extremo (—) perderá subunidades. Pero nótese que a esta con- 
centración, el extremo (+) crecerá, ya que 0,3 M está por encima de 
la C*.. Dado que las concentraciones críticas son distintas en el estado 
estacionario, la ATP-G-actina libre será una intermedia entre C* y E, 
de modo que el extremo (+) crecerá y el extremo (-) perderá subunida- 
des. Este fenómeno se llama recambio rotatorio, porque las subunidades 
particulares, como las que se muestran en azul en la Figura 17-10b, 
parecen moverse a lo largo del filamento. 

La capacidad de los filamentos de actina de realizar este recam- 
bio rotatorio es impulsada por la hidrólisis de ATP. Cuando la ATP-G- 
actina se une a un extremo (+), el ATP es hidrolizado a ADP y P.. El P, 
se libera lentamente desde las subunidades del filamento, de modo tal 
que este se vuelve asimétrico, con las subunidades de ATP-actina en el 
extremo (+) del filamento seguidas de una región con ADP-P -actina y 
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“e — G ATP-G-actina 
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en el extremo (+). En estado estacionario, la ATP-actina se añade de modo 
preferencial al extremo (+), dando lugar a una región corta del filamento que 
contiene ATP-actina y a regiones que contienen ADP-P -actina y ADP-actina 
hacia el extremo (-). (b) En el estado estacionario, las subunidades de ATP- 
G-actina se añaden de modo preferencial al extremo (+), mientras que las 


subunidades de ADP-G-actina se desensamblan del extremo (-) y dan origen a 
subunidades de recambio rotatorio. 
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luego, después de la liberación de P, las subunidades ADP-actina ha- 
cia el extremo (-) (véase Fig. 17-103). Durante la hidrólisis de ATP y 
la liberación posterior de P, desde las subunidades de un filamento, 
la actina sufre un cambio de conformación que es responsable de las 
diferentes velocidades de asociación y disociación en los dos extremos. 
Aquí, hemos considerado solamente la cinética de la ATP-G-actina, 
pero, en realidad, la ADP-G-actina se disocia del extremo (-). Nuestro 
análisis también depende de un suministro completo de ATP-G-actina, 
el cual veremos es el caso in vivo. Así, la actina puede usar el impulso 
generado por la hidrólisis de ATP para llevar a cabo el recambio rota- 
torio y los filamentos para el recambio rotatorio pueden operar in vivo, 
como veremos más adelante. 


El recambio rotatorio de los filamentos de actina 
es acelerado por profilina y cofilina 


Las mediciones de la velocidad de recambio rotatorio de la actina in 
vivo muestran que éste puede ser varias veces superior al logrado con 
actina pura in vitro en condiciones fisiológicas. Compatible con este 
modelo de un recambio rotatorio o movimiento de noria, el crecimien- 
to de los filamentos de actina in vivo solo ocurre en el extremo (+). ¿De 
qué manera se logra este recambio rotatorio y de qué manera la célula 
recarga la ADP-actina que se disocia del extremo (-) a la ATP-actina 
para ensamblarlo en el extremo (+)? Hay dos proteínas distintas que 
unen actina que hacen contribuciones importantes a estos procesos. 

La primera es la profilina, una proteína pequeña que une G-actina 
en el lado opuesto al surco que une al nucleótido. Cuando la profilina 
se une a la ADP-actina, abre el surco e incrementa en gran medida la 
pérdida de ADP, que es reemplazado por el ATP celular más abundante, 
lo cual da como resultado un complejo profilina-ATP-actina. Este com- 
plejo no puede unirse al extremo (-) porque la profilina bloquea los 
sitios presentes en la G-actina para el ensamblaje del extremo (-). Sin 
embargo, el complejo profilina-ATP-actina puede unirse de modo efi- 
ciente al extremo (+), y la profilina se disocia después de que la nueva 
subunidad de actina está unida (Fig. 17-11). Esta función de la profilina 
por sí misma no aumenta la velocidad del recambio rotatorio, pero 
proporciona un suministro de ATP-actina a partir de la ADP-actina 
liberada; en consecuencia, esencialmente toda la G-actina libre en una 
célula tiene ATP unido. 

La profilina tiene otra propiedad importante: puede unirse a otras 
proteínas con secuencias ricas en residuos de prolina al mismo tiempo 
que se une a la actina. Veremos luego de qué manera esta propiedad es 
importante en el ensamblaje de los filamentos de actina. 

La cofilina también es una proteína pequeña involucrada en el 
recambio rotatorio de la actina, pero se une específicamente a la F-ac- 
tina, en la cual las subunidades contienen ADP, que son subunidades 
más viejas en el filamento próximas hacia el extremo (-) (véase Fig. 
17-10a). La cofilina se une formando enlaces entre dos monómeros 
de actina e induce un pequeño cambio en el giro del filamento. Este 
pequeño giro desestabiliza al filamento, rompiéndolo en porciones 
pequeñas. Al romper el filamento de este modo, la cofilina genera 
muchos más extremos (-) libres y, por lo tanto, incrementa en gran 
medida el desensamblaje del extremo (—) del filamento (véase Fig. 
17-11). Las subunidades de ADP-actina liberadas luego son recarga- 
das por la profilina y añadidas al extremo (+), como se describió más 
arriba. De este modo, la profilina y la cofilina pueden incrementar el 
recambio rotatorio in vitro más de 10 veces, hasta los niveles vistos in 
vivo. Como podría anticiparse, la célula emplea vías de transducción 
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FIGURA 17-11 Regulación de la formación de filamentos por proteínas 
que se unen a la actina. Las proteínas que se unen a la actina regulan la 
actividad de ensamblaje y desensamblaje así como la disponibilidad de 
G-actina para la polimerización. En el ciclo de la profilina Ml, ésta se une a la 
ADP-G-actina y cataliza el intercambio de ADP por ATP El complejo ATP-G- 
actina-profilina puede entregar actina al extremo (+) de un filamento con 

la disociación y el reciclado de la profilina. En el ciclo de la cofilina Pl ésta 

se une de modo preferencial a los filamentos que contienen ADP-actina, 
induciéndolos para fragmentarse y así incrementar la despolimerización, 
haciendo más extremos de filamentos. En el ciclo de la timosina-P, BJ, la 
G-actina disponible por el equilibrio de actina-profilina es unida por la 
timosina-B,, secuestrándola a partir de la polimerización. A medida que la 
concentración de G-actina libre disminuye por la polimerización, la G-actina- 
timosina-B, se disocia para formar G-actina libre, disponible para su asociación 
con la profilina y la polimerización ulterior. 


de las señales para regular tanto a la profilina como a la cofilina y, por 
lo tanto, el recambio de filamentos de actina. 


La timosina B, Proporciona un reservorio de actina 
para la polimerización 


Se ha sabido desde hace tiem 
un depósito muy grande de a 
la mitad de la actina present 


Po que las células con frecuencia tienen 
ctina no polimerizada, en ocasiones hasta 
nes de actina celular pa 2% seta Dado gli yes clio 
uede haber entre 50 y 2 A. e pan ESA RRA 8 
la Dado que la pea a pe “erina no polimerizada en la célu- 
mat 00% crítica in vitro es aproximadamente de 
al menos en parte, en % > mari se polimeriza? La respuesta radica, 
eres . a presencia de un monómero de actina que st- 
- Uno de ellos es la fimosina-B , una pequeña proteína 


ue se une a la ATP-G-actina de tal modo que inhibe la adición de 
la subunidad de actina a cualquiera de los extremos del filamento. La 
timosina-B, puede ser muy abundante, por ejemplo, en las plaquetas 
de la sangre humana. Estos fragmentos discoidales celulares son muy 
abundantes en la sangre y, cuando se activan durante la coagulación, 
sufren un estallido de ensamblaje de actina. Las plaquetas son ricas en 
actina: se estima que tienen una concentración total de aproximada- 
mente 550 M, de los cuales alrededor de 220 uM se encuentran en 
forma no polimerizada. Contienen también aproximadamente 500 M 
de timosina-P,, que secuestra gran parte de la actina libre. Sin embar- 
go, al igual que en muchas interacciones proteína-proteína, la actina 
libre y la timosina-P, libre se encuentran en equilibrio dinámico con 
la actina-timosina-B,. Si parte de esta actina libre se emplea para la 
polimerización, se disociará más actina-timosina-B,, proporcionando 
más actina para la polimerización (véase Fig. 17-11). Así, la timosina-P, 
se comporta como un amortiguador de actina no polimerizada para 
cuando se la requiera. 


Las proteínas del casquete bloquean el 
ensamblaje y el desensamblaje en los 
extremos de los filamentos de actina 


El recambio rotatorio y la dinámica de los filamentos de actina están 
regulados adicionalmente en las células por las proteínas de encasqueta- 
miento, que se unen de manera específica a los extremos de los filamen- 
tos. Si esto no fuese así, los filamentos de actina seguirían creciendo y 
desensamblándose de modo descontrolado. Como podría esperarse, se 
han descubierto dos clases de proteínas: una que se une al extremo (+) 
y la otra que se une al extremo (—) (Fig. 17-12). 

Una proteína denominada CapZ, formada por dos unidades ínti- 
mamente relacionadas, se une con una afinidad muy alta (= 0,1 nM) 
al extremo (+) de los filamentos de actina, e inhibe así la adición o la 
pérdida de subunidades. La concentración de CapZ en las células gene- 
ralmente es suficiente como para formar un casquete rápidamente en 


Extremo (—) Extremo (+) 


2) 
C=0,54M (y —RÍ> CapZ 


O 


Extremo (—) 


Extremo (+) Ú 


Tropomodulina 


FIGURA 17-12 Proteínas de encasquetamiento. Las proteínas de 
encasquetamiento bloquean el ensamblaje y desensamblaje en los extremos 
de los filamentos. La CapZ bloquea el extremo (+), que es el lugar en que 

los filamentos normalmente crecen, de modo que su función es limitar 

la dinámica de la actina al extremo (-). La proteína de encasquetamiento 
topomodulina bloquea los extremos (-), donde ocurre normalmente el 
desensamblaje de los filamentos; así, la principal función de la tropomodulina 
£s estabilizarlos. 


recién formado. De modo que, ¿cómo pueden 


cualquier extremo (+) 
(+)? Al menos dos mecanismos 


crecer los filamentos en sus extremos 
regulan la actividad de CapZ. En primer lugar, la actividad de forma- 
ción de casquete de CapZ se ve inhibida por el lípido regulador P1(4,5) 
P,, presente en la membrana plasmática (Cap. 16). En segundo térmi- 
no, trabajos recientes han mostrado que ciertas proteínas de regulación 
son capaces de unirse al extremo (+) y simultáneamente protegerlo de 
la CapZ, mientras que aún se permite que se realice el ensamblaje allí. 
Así, las células han desarrollado un mecanismo elaborado para blo- 
quear el ensamblaje de los filamentos de actina en sus extremos (+), 
excepto cuándo y dónde se requiera este ensamblaje. 

Otra proteína llamada tropomodulina se une al extremo (-) de los 
filamentos de actina, e inhibe también el ensamblaje y el desensambla- 
je. Esta proteína se encuentra de modo predominante en las células en 
las cuales los filamentos de actina necesitan tener una alta estabilidad. 
Dos ejemplos que encontraremos más adelante en este capítulo son 
los filamentos de actina cortos en la corteza de los glóbulos rojos y los 
filamentos de actina en el músculo. Como veremos, en ambos casos la 
tropomodulina opera con otra proteína, la tropomiosina, que se en- 
cuentra a lo largo del filamento para estabilizarlo. La tropomodulina 
se une tanto a la tropomiosina como a la actina en el extremo (-) para 
estabilizar en gran medida al filamento. 

Además de la CapZ, otra clase de proteínas puede formar un cas- 
quete sobre los extremos (+) de los filamentos de actina. Estas proteí- 
nas también pueden seccionar los filamentos de actina. Un miembro 
de esta familia, la gelsolina, está regulado por las concentraciones in- 
crementadas de los jones de Ca?*. Al unirse al Ca?*, la gelsolina sufre 
un cambio de conformación que le permite unirse al costado de un 
filamento de actina y luego insertarse entre las subunidades de la hélice, 
rompiendo el filamento. Luego, permanece unida y forma un casque- 
te en el extremo (+), lo que genera un nuevo extremo (—), que puede 
desensamblarse. Como analizaremos en una sección posterior, el en- 
trecruzamiento de proteínas con la actina puede proporcionar enlaces 
entre filamentos de actina individuales que transformen una solución 
de F-actina en un gel. Si la gelsolina se añade a un gel de este tipo y el 
nivel de Ca?* es elevado, la gelsolina seccionará los filamentos de actina 
y los volverá a la solución líquida. Esta capacidad de transformar un gel 
en un sol es la razón por la cual la proteína se llama “gelsolina”. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 17.2 


Dinámica de los filamentos de actina 


* El paso limitante de la velocidad en el ensamblaje de la actina es la 
formación de un oligómero de actina corto (núcleo) que puede alar- 
garse a filamentos. 


* La concentración crítica (C.) es la concentración de G-actina libre en 
la cual el ensamblaje al extremo del filamento está equilibrado por la 
pérdida de ese extremo. 


* Cuando la concentración de G-actina se encuentra por encima de la 
C., el extremo del filamento crecerá; cuando es inferior a la C, el fila- 
mento se encogerá (véase Fig. 17-8). 


* La ATP-G-actina se añade mucho más rápido al extremo (+) que al 
extremo (-), dando como resultado una concentración crítica más baja 
en el extremo (+) que en el (-). 
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* En el estado estacionario, las subunidades de actina sufren un recam- 
bio rotatorio a través de un filamento. La ATP-actina se añade en el 


extremo (+), luego el ATP se hidroliza a ADP y P, P, se pierde y la ADP- 
actina se disocia desde el extremo E) 


* La longitud y la velocidad de recambio de los filamentos de actina es- 
tán reguladas por proteínas especializadas que se unen a la actina (véa- 
se Fig. 17-11), La profilina incrementa el intercambio de ATP por ADP 
en la G-actina; la cofilina aumenta la velocidad de pérdida de ADP- 
actina desde el extremo (-) del filamento, y la timosina-$ , Se une a la 
G-actina para proporcionar una actina de reserva cuando se la necesita. 
Las proteínas de encasquetamiento se unen a los extremos de los fila- 
mentos, bloqueando el ensamblaje y desensamblaje. 


17.3 Mecanismos de ensamblaje de los filamentos 
de actina 


El paso limitante de la velocidad de la polimerización de la actina es la 
formación de un núcleo de actina inicial a partir del cual puede crecer 
un filamento (véase Fig. 17-7a). En las células, esta propiedad inherente 
de la actina se emplea como punto de control para determinar dónde se 
ensamblan los filamentos de actina —ésta es la razón por la cual se ge- 
neran los diferentes ensamblajes de actina dentro de una célula (véanse 
Figs. 17-1 y 17-4)—. Dos clases principales de proteínas que nuclean acti- 
na, la familia de proteínas de la formina y el complejo Arp2/3, forman un 


núcleo para el ensamblaje de actina bajo el control de vías de transduc. 
ción de la señal. Más aun, constituyen un núcleo para el ensamblaje q. 
diferentes organizaciones de la actina: las forminas guían el ensamblaje 
de filamentos de actina largos, mientras que el complejo Arp2/3 guía la 
formación de redes ramificadas. Analizaremos cada UNO POr Separado 
y veremos de qué manera la potencia de la polimerización de la actina 
puede impulsar los procesos motrices de una célula. Luego, NOS centra. 
remos en los recientes descubrimientos de factores especializados en hi 


nucleación de la actina. 


Las forminas ensamblan filamentos no ramificados 


Las forminas se encuentran esencialmente en todas las células eucario. 
tas como una familia de proteínas diversas: hay siete clases diferentes 
presentes en los vertebrados. Si bien son distintas, todos los miembros 
de la familia de las forminas tienen dos dominios adyacentes en co- 
mún, los llamados FH1 y FH2 (formin-homology domains 1 y 2). Dos 
dominios FH2 de dos monómeros individuales se asocian para formar 
un complejo con forma de rosquilla (Fig. 17-13a). Este complejo tiene 
la capacidad de nuclear el ensamblaje de la actina al unirse a dos subu- 
nidades de actina, manteniéndolas de modo tal que el extremo (+) se 
encuentra hacia los dominios FH2. El filamento naciente ahora puede 
crecer en el extremo (+) mientras el dímero del dominio FH2 perma- 
nece unido. ¿Cómo es posible esto? Como vimos previamente, un fi- 
lamento de actina puede pensarse como dos hebras de subunidades 
entretejidas. El dímero FH2 puede unirse a las dos subunidades termi- 
nales. Luego, probablemente, se balancee entre las dos subunidades de 
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FIGURA 17-13 Nucleación de la actina por el dominio FH2 de la 
formina. (a) Las forminas tienen un dominio llamado FH2 que puede 
formar un dímero y nuclear el ensamblaje de los filamentos. El dimero une 
dos subunidades de actina (paso IM) y, al retroceder y avanzar (pasos KH a EJ) 
alternativamente, puede permitir la inserción de subunidades adicionales 
entre el dominio FH2 y el extremo (+) del filamento creciente. El dominio 
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FIGURA 17-14 Regulación de las forminas por una interacción 
intramolecular. Parte de las clases de forminas presentes en los vertebrados 
son reguladas por una interacción intramolecular. La formina inactiva se activa 
al unir su dominio de unión a Rho (RBD) al sitio activo unido a la membrana 
Rho-GTP lo que da como resultado la exposición del dominio FH2 de la 
formina, que luego puede nuclear y ensamblar un filamento nuevo. Todas 

las forminas tienen un dominio FH1 adyacente al FH2; el dominio FH1 rico 

en prolina es un sitio de reclutamiento de complejos profilina-ATP-G-actina, 
que luego pueden ser alimentados” al extremo (+) creciente. Por simplicidad 
de representación, se muestra una única proteína formina, pero como puede 
verse en la Figura 17-13, el dominio FH2 funciona como un dímero para 
nuclear el ensamblaje de la actina. La regulación de la familia Rho de GTPasas 
pequeñas se detalla en la Figura 17-42. 


los extremos, abandonando una para permitir la adición de una nueva 
subunidad y luego uniéndose a la nueva subunidad recién añadida y 
liberando espacio para la adición de otra subunidad en la otra hebra. 
De esta manera, balanceándose entre las dos subunidades del extremo, 
puede permanecer unida a la vez que simultáneamente permite el cre- 
cimiento en el extremo (+) (véase Fig. 17-13a). 

El dominio FH1 adyacente al FH2 también hace una contribución 
importante al crecimiento del filamento de actina (Fig. 17-14). Este do- 
minio es rico en residuos de prolina, que son los sitios para la unión 
de varias moléculas de profilina. Analizamos previamente el modo en 
que la profilina puede intercambiar el nucleótido ADP en la G-actina 
para generar profilina-ATP-actina. El dominio FH1 se comporta como 
un sitio de aterrizaje para incrementar la concentración local de los 
complejos profilina-ATP-G-actina. La actina de los complejos locali- 
zados profilina-actina es aportada al dominio FH2 para añadir actina 
al extremo (+) del filamento con la liberación concomitante de profi- 
lina, permitiendo así el rápido ensamblaje del filamento mediado por 
el FH2 (véase Fig. 17-14). Dado que la formina permite la adición de 
subunidades de actina al extremo (+), se generan filamentos largos con 
formina en su extremo (+) (Fig. 17-13b). De esta forma, las forminas 
nuclean el ensamblaje de actina y tienen la capacidad notable de per- 
manecer unidas al extremo (+) a la vez que permiten allí un rápido 
ensamblaje. Para asegurar el crecimiento continuado del filamento, 
las forminas se unen al extremo (+), de modo tal que evitan la unión 
de una proteína de formación de casquete al extremo (+), tal como la 
CapZ, que normalmente terminaría el ensamblaje. 

Para que resulte de utilidad a una célula, la actividad de la formina 
debe estar regulada. Existen muchas forminas en una conformación 
inactiva plegada como resultado de una interacción entre la primera 


mitad de una proteína y la cola C-terminal. Estas forminas son activa- 
das por el Rho-GTP en la membrana, una GT Pasa pequeña relacionada 
con Ras (que se analiza en la Seccion 17.7). Cuando Rho cambia de la 
forma inactiva Rho-GDP a su forma activada Rho-GTP, puede unirse y 
activar la formina (véase Fig. 17-14). 

Estudios recientes han mostrado que las forminas son responsa- 
bles del ensamblaje de filamentos de actina largos, como los que están 
presentes en las fibras de tensión, los filopodios y el anillo contráctil 
de la citocinesis (véase Fig. 17-4). El papel de nucleación de actina que 
tienen las forminas fue descubierto hace poco, de modo tal que los pa- 
peles desempeñados por esta familia diversa de proteínas solo están 
siendo descubiertos en estos momentos. Dado que hay muchas clases 
diferentes de forminas en los animales, es probable que éstas resulten 
participantes del ensamblaje de otras estructuras que emplean actina. 


El complejo Arp2/3 nuclea el ensamblaje 
de los filamentos ramificados 


El complejo Arp2/3 es una maquinaria proteica formada por siete 
subunidades, dos de las cuales son proteínas relacionadas con la actina 
(“Arp”, del inglés actin-related proteins), lo cual explica su nombre (Fig. 
17-15a). Está presente en esencialmente todos los eucariontes, inclui- 
das plantas, levaduras y células animales. El complejo Arp2/3 solo es 
un nucleador muy deficiente. Para nuclear el ensamblaje de la actina 
ramificada, Arp2/3 requiere la activación mediante la interacción con 
un factor de promoción de la nucleación (NPF, nucleation promoting fac- 
tor), además de la asociación con el costado de un filamento de actina 
preexistente. Si bien hay muchos NPF diferentes, la familia principal 
está caracterizada por la presencia de una región llamada WCA (WH2, 
conector, acídico). Los experimentos han demostrado que si se añade el 
dominio WCA a un ensayo de ensamblaje de actina, junto con filamen- 
tos de actina preformados, el Arp2/3 se transforma en un nucleador 
potente para el ensamblaje adicional de la actina. 

¿De qué manera el complejo Arp2/3 y el NPF nuclean a los filamen- 
tos? El NPF se une a una subunidad de la actina a través de su domi- 
nio WH2 y activa el complejo Arp2/3 mediante la interacción con su 
dominio acídico. En el complejo inactivo Arp2/3, los dos polipéptidos 
relacionados con la actina —Arp2 y Arp3- se encuentran en la configu- 
ración incorrecta para nuclear el ensamblaje de los filamentos (véase 
Fig. 17-15a). Cuando se activan por acción del NPE la Arp2 y la Arp3 
se mueven a la configuración correcta, y el complejo se une al costado 
de un filamento de actina preexistente. La subunidad de actina traída 
por el dominio WH2 del NPF se une al molde Arp2/3 para nuclear el 
ensamblaje de los filamentos en el extremo (+) (Fig. 17-15b). Este nue- 
vo extremo (+) luego crece en tanto haya ATP-G-actina disponible o 
hasta que ésta sea encasquetada por una proteína de encasquetamiento 
del extremo (+) como la CapZ. El ángulo entre el filamento viejo y el 
nuevo es de 70% (Fig. 17-15c). Éste también es el ángulo observado ex- 
perimentalmente en filamentos ramificados en el borde conductor de 
las células móviles, que se cree que se forma por la acción del complejo 
Arp2/3 activado (Fig. 17-15d). Como analizaremos en secciones poste- 
riores, el complejo Arp2/3 puede ser empleado para impulsar la poli- 
merización de la actina y, en consecuencia, el movimiento intracelular. 

La nucleación de la actina por el complejo Arp2/3 está exquisita- 
mente controlada, y los NPF son parte de este proceso de regulación. 
Un NPF se denomina WASp, dado que es defectuoso en los pacientes 
con el síndrome de Wiskott-Aldrich, una enfermedad ligada al cromo- 
soma X, caracterizada por eccema, bajo recuento plaquetario y defi- 
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E) VIDEO: Observación directa de la ramificación de los filamentos de actina mediada por las Arp 2/3 activadas 
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FIGURA 17-15 Nucleación de la actina por el complejo Arp2/3. (a) 
Estructura de rayos X del complejo Arp2/3, con cinco de las subunidades complejo Arp2/3 (paso EJ), que luego inicia el ensamblaje de un filamento de 
en gris y las subunidades Arp2 y Arp3 en verde y azul. (b) Para nuclear el actina en el extremo (+) disponible (paso EJ. La rama Arp2/3 forma un ángulo 
ensamblaje de la actina de modo eficiente, la parte en activación de un característico de 70* entre los filamentos. (c) Imagen promedio compilada a 
NPF se muestra con sus dominios W (WH2), € (conector) y Á (acídico). Una partir de varias fotomicrografías electrónicas de Arp2/3 en una rama de actina 
subunidad de actina se une al dominio W (paso IM) y luego el dominio A (d) Imagen de los filamentos de actina en el borde conductor, con aumento y 
se une al complejo Arp2/3 (paso EJ). Esta interacción induce un cambio de coloración de los filamentos ramificados individuales. (Parte [a] PDB 1D 2P9L, parte (c] de 
conformación en el complejo Arp2/3 y, después de unirse al costado de un C Egile y cols, 2006, PLoS Biol. 3:e383, parte [d] de T.M. Svitkina y G. G. Borisy, 1999, J Cell Bro! 145:1009) 
ciencia inmune. El WASp existe en una conformación inactiva plegada, Exterior 
Membrana plasmática 


de modo tal que no hay dominio WCA disponible (Fig. 17-16). Un me- 
canismo para activar las proteínas implica a la pequeña proteína Cdc42 
relacionada con Ras que une GTP (analizada en la Sección 17.7), que 
en el estado unido a GTP se une al WASp y lo abre, haciendo accesibles 
los dominios WH2 de unión a la actina y de activación acídica. 

Si bien las forminas y el complejo Arp2/3 están presentes en hongos, 
plantas y animales, los nucleadores adicionales de actina han sido recien- 


WASp 


FIGURA 17-16 Regulación del complejo Arp2/3 por la WASp. La WASp 
está inactiva debido a una interacción intramolecular que enmascara el 
dominio WCA. Al unirse a la proteína G pequeña activa, unida a la membrana 
Cdc42-GTP (un miembro de la familia Rho) a través de su dominio de unión 

a Rho (RBD), la interacción intramolecular en la WASp se alivia y expone el 
domino W a la unión de la actina y el dominio acídico A para la activación 
del complejo Arp2/3. La regulación de la familia Rho de pequeñas GTPasas se 


Extremo (—) 


detalla en la Figura 17-42 
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temente descubiertos en las células animales. Uno de éstos, llamado Spire, 
tiene cuatro dominios WH2 en tándem, de modo tal que puede unir cuatro 
monómeros de actina. Lo hace de manera tal que permite que las actinas 
se ensamblen en un filamento, si bien aún no se comprende el mecanismo 
exacto. Dado que los filamentos de actina desempeñan tantas funciones en 
la célula, es probable que se descubran nucleadores adicionales. 


Los movimientos intracelulares pueden ser 
impulsados por la polimerización de la actina 


¿De qué modo la polimerización de la actina puede ser empleada para 
hacer trabajo? Como hemos visto, la polimerización de la actina im- 


plica la hidrólisis de actina-ATP a actina-ADP, lo cual permite que la 
actina crezca preferencialmente en el extremo (+) y se desensamble en 
el extremo (=). Si un filamento de actina fuera fijado en la malla del ci- 
toesqueleto y se pudiera unir y manejar el ensamblaje del extremo (+), 
podría ser transportado a través de la célula. Esto es exactamente lo que 
hace el parásito intracelular Listeria monocytogenes para moverse den- 
tro de la célula. El estudio sobre la movilidad de Listeria, de hecho, fue 
el modo de descubrir la actividad de nucleación de la proteína Arp2/3. 
Como veremos brevemente, Listeria se ha apropiado de un proceso de 
movilidad normal de la célula para sus propósitos; analizaremos Lis- 
teria en primer término, dado que actualmente se comprende mucho 
mejor que los procesos normales que emplean mecanismos semejantes. 


(9) VIDEO: Ensamblaje in vivo de colas de actina en bacterias infectadas por Listeria 
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FIGURA EXPERIMENTAL 17-17 Listeria emplea la potencia de la 
polimerización de la actina para el movimiento intracelular. (a) Microscopia 
de fluorescencia de una célula cultivada teñida con un anticuerpo para 

una proteína de la superficie bacteriana (rojo) y faloidina fluorescente para 
localizar a la F-actina (verde). Por detrás de cada bacteria Listeria hay una “cola 
de cometa” de actina, que impulsa la bacteria hacia adelante, al polimerizarse 
la actina. Cuando la bacteria se desliza hacia el interior de la membrana 
plasmática, empuja la membrana hacia el exterior, hacia una estructura similar 
al flopodio, que sobresale a una célula vecina. (b) La movilidad de Listeria 
puede reconstituirse in vitro con bacterias y solo cuatro proteínas: ATP-G- 
actina, complejo Arp2/3, CapZ y cofilina. Esta fotomicrografía de contraste 


de fases muestra una bacteria (negro) detrás de la cual se encuentran colas 

de actina densas en la fase. (c) Modelo del modo en que se mueve Listeria 
empleando solo cuatro proteínas. La proteína ActA de la superficie celular 
activa al complejo Arp2/3 para nuclear el ensamble de nuevos filamentos a 
partir de los preexistentes. Los filamentos crecen en su extremo (+), hasta que 
son encasquetados por la CapZ. La actina se recicla por la acción de la coflina, 
que incrementa la despolimerización en el extremo (-) de los filamentos. 

De este modo, la polimerización queda confinada a la parte posterior de la 
bacteria, que la impulsa hacia adelante. (Parte (a] cortesía de J. Theriot y T. Michison; parte [b] 
de T.P Loisel y cols, 1999, Nature, 401:613,) 
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La Listeria es un patógeno alimentario que provoca síntomas gas- 
trointestinales leves en la mayoría de los adultos, pero que puede resultar 
fatal para los ancianos o los individuos inmunocomprometidos. Ingresa 
a las células animales y se divide en el citoplasma. Para moverse de una 
célula huésped a otra, se desplaza alrededor de la célula, polimerizando 
actina en una cola de cometa del mismo modo que la cola que se encuen- 
tra detrás de un cohete (Fig. 17-17a, b), y cuando llega a la membrana 
plasmática se abre camino en la célula adyacente para infectarla. ¿De qué 
manera recluta la actina de la célula huésped para impulsarse? Listeria 
tiene sobre su superficie una proteína llamada ActA que imita a un NPF 
porque tiene un sitio de unión para la actina y una región acídica para 
activar al complejo Arp2/3 (tig. 17-17c). La proteína ActA también se 
une a una proteína conocida como VASP, que tiene tres propiedades im- 
portantes. En primer término, la VASP tiene una región rica en prolina 
que puede unirse a profilina-ATP-actina para incrementar el ensamblaje 
de ATP-actina a nuevos extremos puntiagudos generados por el comple- 
jo Arp2/3. En segundo término, puede mantenerse en un extremo del 
filamento recién formado. En tercer término, puede proteger el extremo 
(+) del filamento en desarrollo al formar un casquete con CapZ. Estas 
propiedades le permiten a la VASP incrementar el ensamblaje de actina y 
confinarlo a la parte posterior de la bacteria. Los filamentos en ensambla- 
je luego empujan la bacteria. Dado que los filamentos están embebidos 
en la matriz del citoesqueleto estacionario de las células, la Listeria es em- 
pujada hacia adelante, hacia el frente de la actina en polimerización. Los 
investigadores han reconstituido la movilidad de la Listeria en un tubo de 
ensayo, empleando proteínas purificadas para ver cuáles son los requisi- 
tos mínimos para la movilidad de la Listeria. Notablemente, la bacteria se 
moverá cuando exactamente se añadan cuatro proteínas: ATP-G-actina, 
complejo Arp2/3, CapZ y cofilina (véase Fig. 17-17b, c). Hemos analiza- 
do el papel de la actina y del Arp2/3, pero ¿por qué se necesitan la CapZ 
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FIGURA 17-18 Ensamblaje de actina dependiente de Arp2/3 durante 
la endocitosis. (a) La endocitosis mediada por clatrina es un proceso rápido y 
ordenado. Ha sido estudiado en las levaduras, donde se ha delineado el orden 
temporal de los pasos específicos. Las imágenes in vivo han mostrado que los 
factores de ensamblaje de la endocitosis reclutan factores de promoción de 

la nucleación que activan al complejo Arp2/3. Un estallido de ensamblaje de 
la actina dependiente de Arp2/3 aleja las vesículas endocíticas internalizadas 
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mal, implicado en el movimiento celular. Como analizaremos con más 


detalle más adelante (Sección 17.7), las células en movimiento tienen 
La 


una delgada lámina de citoplasma que sobresale de la parte frontal de 
la célula, llamado el borde conductor (véanse Fig. 17-1c, 17-4 y 17. 
15d). Esta lámina delgada de citoplasma consiste en una densa red de 
filamentos de actina que se alargan continuamente en el frente de la 
célula para empujar la membrana hacia adelante. Los factores del borde 
conductor de la membrana activan al complejo Arp2/3 para nuclear 
estos filamentos. Así, la potencia del ensamblaje de la actina empuja a la 
membrana hacia adelante y contribuye a la locomoción celular. 


Los microfilamentos actúan en la endocitosis 


Como vimos en el Capítulo 14, la endocitosis describe el proceso que 
emplean las células para captar partículas, moléculas o líquido desde el 
medio externo al encerrarlos en la membrana plasmática y luego inter- 
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FIGURA 17-19 Fagocitosis y dinámica de la actina. El ensamblaje y la 
contracción de la actina impulsan la internalización de partículas fagocíticas. 
Aquí se muestra la fagocitosis y degradación de una bacteria por un leucocito. 
Una bacteria invasora es cubierta por anticuerpos específicos dirigidos a 

una proteína de la superficie de la célula en un proceso conocido como 
opsonización (paso MI). La región Fc de los anticuerpos unidos se muestra en 
la superficie bacteriana y es reconocida por un receptor específico, el receptor 
de Fc, en la superficie de los leucocitos (paso E). Esta interacción da una señal 
a la célula para ensamblar una estructura de actina contráctil que resulta en 

la internalización y englobamiento de la bacteria (paso EJ). Una vez que se 

ha internalizado en un fagosoma, la bacteria es eliminada y degradada por 
enzimas de estos lisosomas (paso EJ). 


nalizarlos. La captación de moléculas o de líquido es llamada endocito- 
sis mediada por receptor o endocitosis de fase líquida y la captación de 
partículas grandes es llamada fagocitosis (“acto de comer de la célula”). 
Los microfilamentos participan en ambos procesos. 

La endocitosis de fase líquida es un proceso muy organizado, y es- 
tudios recientes han demostrado que la potencia del ensamblaje de la 
actina contribuye a este mecanismo. Los factores de ensamblaje de la 
endocitosis reclutan NPF de modo tal que las vesículas endocíticas se 
invaginan y se desprenden de la membrana y luego son conducidas al 
citoplasma, impulsadas por un estallido rápido y muy breve (de unos 
pocos segundos) de polimerización de actina, guiada por el complejo 
Arp2/3 (Fig. 17-184). Este movimiento basado en actina de las vesículas 
endocíticas que involucra al complejo Arp2/3 puede ser reconstituido 
in vitro (Fig. 17-18b) y es, desde el punto de vista operativo, muy se- 
mejante a la formación del borde conductor y la movilidad de Listeria. 

La fagocitosis es un proceso vital en el reconocimiento y la eli- 
minación de patógenos, como bacterias, por los glóbulos blancos. El 
sistema inmunitario identifica a las bacterias como material extraño y 
forma anticuerpos que reconocen componentes de su superficie. Como 
analizamos en el Capítulo 3, cada anticuerpo tiene una región llama- 
da dominio Fab que se une de modo específico a su antígeno, en este 
caso, un componente en la superficie de la célula bacteriana. A medida 
que los anticuerpos cubren la bacteria mediante interacciones entre sus 
dominios Fab y el antígeno de la superficie celular, un segundo domi- 
nio de anticuerpo conocido como dominio Fc queda expuesto. Este 
proceso se denominó opsonización (Fig. 17-19, paso EB). Los glóbulos 
blancos tienen un receptor en su superficie, el Fc, que reconoce a los 
anticuerpos de la bacteria; esta interacción señala a las células para que 
se unan y engloben al patógeno (pasos El y EJ). La señal también le dice 
a la célula que ensamble microfilamentos en el sitio de interacción con 
la bacteria y los microfilamentos ensamblados junto con las proteínas 
motoras de miosina proporcionan la fuerza necesaria para arrastrar a la 
bacteria al interior de la célula, finalmente englobándola por completo 
en la membrana plasmática (paso EJ). Una vez internalizado, el nuevo 
fagosoma se fusiona con los lisosomas, donde el patógeno es eliminado 
y degradado por las enzimas lisosómicas. 


Las toxinas que perturban el depósito de 
monómeros de actina son útiles para estudiar 
la dinámica de esta 


Ciertos hongos y esponjas han desarrollado toxinas que tienen como dia- 
na el ciclo de polimerización de la actina y, por lo tanto, son tóxicas para 
las células animales. Se han caracterizado dos tipos de toxinas. La prime- 
ra clase está representada por dos toxinas no relacionadas, la citocalasina 
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D y la latrunculina, que promueven la despolimerización de los filamen- 
tos mediante mecanismos distintos. La citocalasina D, un alcaloide de los 
hongos, despolimeriza los filamentos de actina uniéndose al extremo (+) 
de la F-actina, donde bloquea la adición ulterior de subunidades. La la- 
trunculina, una toxina secretada por las esponjas, se une a la G-actina y la 
secuestra, con lo que la inhibe de añadirse al extremo de un filamento. La 
exposición a cualquier toxina incrementa así el depósito de monómeros. 
Cuando la citocalasina D o la latrunculina se añaden a células vivas, el 
citoesqueleto de actina se desensambla y los movimientos celulares, tales 
como la locomoción y la citocinesis, quedan inhibidos. Estas observacio- 
nes se encuentran entre las primeras en comprometer a los filamentos 
de actina en la movilidad celular. La latrunculina es especialmente útil 
porque une monómeros de actina y evita cualquier nuevo ensamblaje 
de actina. Así, si se añade latrunculina a una célula, la velocidad a la cual 
las estructuras basadas en actina desaparecen refleja su velocidad normal 
de recambio. Esto ha revelado que algunas estructuras tienen vida media 
de menos de un minuto, mientras que otras son mucho más estables. 
Por ejemplo, los experimentos con latrunculina muestran que el borde 
conductor de las células móviles se recambia cada 30-180 segundos y que 
las fibras de estrés se recambian cada 5-10 minutos. 

Por el contrario, el equilibrio monómero-polímero está desplaza- 
do en dirección de los filamentos por la jasplakinolida, otra toxina de 
las esponjas, y por la faloidina, aislada de Amanita phaloides (el hongo 
“ángel de la muerte”). La jasplakinolida incrementa la nucleación al 
unirse y estabilizar dímeros de actina y, por lo tanto, baja la concentra- 
ción crítica. La faloidina se une a la interfase entre las subunidades de 
la F-actina fijando las subunidades adyacentes unidas y evitando que 
los filamentos de actina se despolimericen. Aun cuando la actina queda 
diluida por debajo de su concentración crítica, los filamentos estabili- 
zados por faloidina no se despolimerizan. Dado que muchos procesos 
basados en actina dependen del recambio de filamentos de actina, la 
introducción de faloidina a una célula paraliza todos estos sistemas y la 
célula muere. Sin embargo, la faloidina ha sido muy útil a los investi- 
gadores, ya que la faloidina marcada en forma fluorescente que se une 
solamente a la F-actina, se emplea por lo común para teñir filamentos 
de actina para su visualización al microscopio óptico (Fig. 17-4), 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 17.3 


Mecanismos de ensamblaje de los filamentos 
de actina 


* El ensamblaje de actina está nucleado por dos clases de proteínas: las 
forminas nuclean el ensamblaje de filamentos no ramificados (véase 
Fig. 17-13), mientras que el complejo Arp2/3 nuclea el ensamblaje de 
redes de actina ramificadas (véase Fig. 17-15). Las actividades de las 
forminas y del Arp2/3 están reguladas por vías de transducción de las 


señales. 


*« Se ensamblan estructuras basadas en actina con funciones diferentes 
por acción de las forminas y de los nucleadores Arp2/3. Las forminas 
conducen el ensamblaje de fibras de tensión en el anillo contráctil, 
mientras que el Arp2/3 nuclea el ensamblaje de filamentos de actina 
ramificados presentes en el borde conductor de las células móviles. 


+ La potencia de la polimerización de actina puede ser empleada para 
hacer trabajo, como se ve en el movimiento intracelular dependiente de 
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Arp2/3 de las bacterias patógenas (véase Fig. 17-7) y en el MOVimje 
hacia el interior de las vesículas endocíticas (véanse Figs, 17-18 y 17. lo, 


- Varias toxinas afectan la dinámica de la polimerización de actina. 
algunas, como la latrunculina, se unen y secuestean MONÓmeros de 
actina, mientras que otras, Como la faloidina, estabilizan la actina f. 
lamentosa. La faloidina marcada con fluorescencia es útil para teñir 


filamentos de actina. 


17.4 Organización de las estructuras celulares 
basadas en actina 


Hemos visto que los filamentos de actina se ensamblan en una gran ya. 
riedad de distintas conformaciones y de qué manera muchas proteínas 
asociadas nuclean el ensamblaje de actina y regulan el recambio de los 
filamentos. Docenas de proteínas en las células de los vertebrados orga. 
nizan estos filamentos en distintas estructuras funcionales. Aquí ana- 
lizamos algunas de estas proteínas, dando ejemplos de tipos típicos de 
proteínas de entrecruzamiento de actina encontradas en las células, y 
también examinamos las proteínas implicadas en formar uniones fun- 
cionales entre la actina y las proteínas de la membrana. Un problema 
fascinante, del cual se sabe muy poco, es de qué manera las células se 
ensamblan en diferentes estructuras que emplean actina dentro del mis- 
mo citoplasma de una célula. Parte de esta organización podría deberse 
a la regulación local, un tópico que trataremos al final de este capítulo. 


El entrecruzamiento de proteínas organiza 
los filamentos de actina en haces o redes 


Cuando uno ensambla filamentos de actina en un tubo de ensayo, éstos 
forman una red enmarañada. En las células, sin embargo, los filamen- 
tos de actina se encuentran en una diversidad de estructuras distintas, 
como los haces de filamentos muy ordenados de las microvellosidades 
O la red característica del borde conductor (véase Fig. 17-4a). Estas or- 
ganizaciones diferentes están determinadas por la presencia de proteí- 
nas de entrecruzamiento de la actina. Para poder organizar a la actina, 
una proteína de entrecruzamiento de actina debe tener dos sitios de 
unión de F-actina (Fig. 17-20a). 

El entrecruzamiento de la F-actina puede lograrse con dos sitios 
de unión de actina en un mismo polipéptido, como ocurre con la fim- 
brina, una proteína presente en las microvellosidades que forma haces 
de filamentos con la misma polaridad (Fig. 17-20b). Otras proteínas 
de entrecruzamiento de la actina tienen un único sitio de unión a la 
actina en una cadena polipeptídica y luego dos cadenas asociadas pará 
formar dímeros que mantienen juntos dos sitios de unión a la actini: 
Estas proteínas de entrecruzamiento diméricas pueden ensamblar- 
se para generar un bastón rígido que conecte los dos sitios de unión, 
como ocurre con la 0L-actinina. Al igual que la fimbrina, la oractinina 
también forma haces paralelos de filamentos de actina, pero mucho 
más separados que la fimbrina. Otra proteína llamada espectrina € a 
pera ero con dos sitios de unión a la actina; la espectrina expande pa 
distancia aún mayor entre los filamentos de actina y forma redes bajo 
la membrana plasmática (que se muestran en la Fig. 17-21 y se analizan 
en la siguiente sección). Otros tipos de proteínas de entrecruzamiento 
como la filamina, tienen una región muy flexible entre los dos sitios 
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FIGURA 17-20 Proteínas de entrecruzamiento de actina. La: proteínas de 
entrecruzamiento de actina moldean a los filamentos de F-actina en diversas 
estructuras. (a) Ejemplos de cuatro proteínas que entrecruzan la F-actima, todas 
las cuales tienen dos dominios (azul) que unen F-actina Algunas tienen sitios 
de unión al Ca?* (púrpura), lo cual inhibe su actividad a altos niveles de Ca” 
libre. También se muestra la distrofina, que tiene UN sitio de unión a la actina 
en su extremo N-terminal y un dominio C-terminal que une la proteína de la 
membrana distroglucano. (b) Fotomicrografía electrónica de transmisión de 


de unión, operando como un resorte de plano, de modo que pueden 


estabilizar los entrecruzamientos entre los filamentos de una red (big. 


17-20c), como se encuentra en el borde conductor de las células móvi- 
les. El complejo Arp2/3, que analizamos en términos de su capacidad 


“ de nuclear los filamentos de actina, también es una proteína de entre- 


eruzamiento importante, al unir el extremo (—) de un filamento al lado 


de otro filamento, (véase Fig. 17-15). 


Localización: 


Microvellosidades, 
filopodios, 
adhesiones focales 


Fibras de tensión, 
filopodios, línea Z 
del músculo 


Corteza celular 


corteza de actina 
en el músculo 


un corte fino de un estereocilio (un nombre inapropiado, dado que en realidad 
es una microvellosidad gigante) en una célula auditiva ciliada del oído interno 
Fsta estructura contiene un haz de filamentos de actina que se entrecruzan 
rnediante la Ámbrina, una proteina de entrecruzamiento pequeña que permite 
la interacción cercana y regular de los hlamentos de actina. (c) Proteínas 
de entrecruzamiento largas como la lamina son flexibles y así pueden 
entrecruzar los Alamentos de actina en una red laxa. (Parte 1b] de LG Tilney, 1983, J Cell 
96:222, parte [3] cortesia de 


Las proteínas adaptadoras vinculan los filamentos 
de actina con las membranas 


Para contribuir a la estructura de las células y también para emplear la 
potencia de la polimerización de la actina, los filamentos de actina con 
frecuencia están unidos a las membranas o asociados con estructuras 
intracelulares. Los filamentos de actina son especialmente abundantes 
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(b) 


Glucoforina C 


(c) 


Filamentos de actina 


FIGURA 17-21 Unión lateral de los microfilamentos a las membranas. 
(a) Fotomicrografía electrónica de la membrana del eritrocito que muestra 

la organización del centro y el radio del citoesqueleto cortical que sostiene 
la membrana plasmática de los eritrocitos humanos. Los largos rayos están 
compuestos principalmente por espectrina y puede verse que se intersectan 
en los núcleos o sitios de unión a la membrana. Los puntos más oscuros a lo 
largo de los rayos son moléculas de anquirina, que entrecruzan espectrina 

a las proteínas integrales de la membrana. (b) Diagrama del citoesqueleto 

de los eritrocitos que muestran los dos tipos principales de unión a la 
membrana: ll anquirina y banda 4.1. (c) La actina se incorpora al extremo 
de los estereocilios (microvellosidades gigantes). Las células con estereocilios 
fueron transfectadas para que expresasen PFV-actina durante un breve 


en la corteza celular subyacente a la membrana plasmática, a la cual 
proporcionan sostén. Los filamentos de actina pueden interactuar con 


las membranas lateralmente o en sus extremos. 


Nuestro primer ejemplo de filamentos de actina unidos a las mem- 
branas es el eritrocito humano —el glóbulo rojo—. El eritrocito consiste 
básicamente en una membrana plasmática que encierra una alta con- 


centración de la proteína hemoglobina que transporta oxígeno des- 


de los pulmones a los tejidos y dióxido de carbono desde los tejidos 


nuevamente hacia los pulmones -todo impulsado por el magnífico 
músculo conocido como corazón-. Los eritrocitos deben poder sobre- 
vivir en torrentes embravecidos de flujo sanguíneo en el corazón, luego 
fluir a lo largo de las arterias y sobrevivir al estrechamiento en capilares 
delgados, antes de ser enviados hacia los pulmones, vía el corazón. Para 
sobrevivir a este proceso agotador durante miles de ciclos, los eritroci- 
tos tienen una red de microfilamentos que subyacen a su membrana 
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período y luego se contratiñeron con rodamina-faloidina para que tiñeran 
toda la F-actina. El experimento muestra que se incorpora actina nueva a los 
extremos de los estereocilios. (d) La ezrina, un miembro de la familia ezrina- 
radixina-moesina (ERM), une filamentos de actina lateralmente a la membrana 
plasmática en estructuras de superficie como las microvellosidades; la unión 
puede ser directa o indirecta. La ezrina, activada por la fosforilación (P), se 

une directamente a la región citoplasmática de las proteínas transmembrana 
(derecha) o indirectamente a través de una proteína de andamiaje como la 
EBP5O (izquierda). (Parte [a] de TJ. Byers y D. Branton, 1985, Proc Nat/ Acad. Sci. USA 82:6153, 
cortesía de D. Branton; parte [b] adaptada de S. E. Lux, 1979, Nature, 281:426 y E. J. Luna y A. L. Hit, 1992, 
Science 258:955, parte [c] de A. K_ Rzadzinska y cols. 2004, J Cell Biol. 164:887. parte [d] adaptada de R G 
Fehon y cols, 2010, Nature Rev. Mol. Cell Biol 111276) 


PuSTanas. lo cual les confiere tanto la fuerza ténsil como la flexibilidad 
necesaria para su travesía. Esta red se basa sobre filamentos de actina 
cortos de aproximadamente 14 subunidades de longitud, estabilizados 
en sus costados por la tropomiosina (analizada en más detalle en la Sec- 
ción 17.6) y por la proteína formadora de casquete tropomodulina, que 
se encuentra en el extremo (-). Estos filamentos cortos sirven como 
centros para la unión de aproximadamente seis moléculas flexibles de 
espectrina, lo cual genera un tipo de estructura como una red de pes- 
cador (Fig, 17-21a). Esta red da al eritrocito tanto su fuerza como SU 
flexibilidad. La espectrina se encuentra unida a 1 ínas de mem- 
brana por dos mecanismos: mediante u 3 vs AS mn 
na proteína llamada anquirima 


al transportador de bicarb 
onato (una proteí ed 
cida también como banda 3) A ON 


de unión a la F-actina llama 
brana llamada glucoforina C 


y mediante una espectrina y una proteína 
da banda 4.1 a otra proteína transmem- 
(Fig. 17-21b). Si bien esta red basada en la 


ectrina está Muy desarrollada en el eritrocito, hay enlaces similares 
¿pc . . . 

» muchos tipos celulares. Por ejemplo, un tipo relacionado de enlace 
e P ¡ 

-espectrina une la ATPasa Na*/K* al citoesqueleto de actina 


anquirina ; y 
brana basolateral de las células epiteliales. 


de la mem 


Los defectos genéticos de las proteínas del citoesqueleto del glóbulo 
Ml rojo pueden dar como resultado células que se rompan con facili- 
dad, lo que genera enfermedades conocidas como anemias esferocíticas 
hereditarias (esferocíticas porque las células son redondeadas, anemias 
porque hay una reducción de los glóbulos rojos) y así una esperanza de 
vida más breve. En los pacientes humanos, las mutaciones en la espectri- 
na, la banda 4.1 y la anquirina pueden provocar esta enfermedad. Mi 


Además del tipo de sostén dependiente de la espectrina en la corteza 

celular, los microfilamentos proporcionan el soporte para estructuras 
de la superficie de la célula, como microvellosidades y ondulaciones de 
la membrana. Si miramos una microvellosidad, queda claro que debe 
tener una unión en la zona final en el extremo y uniones laterales a lo 
largo de su longitud. ¿Cuál es la orientación de los filamentos de actina 
de las microvellosidades? La decoración de los filamentos de las mi- 
crovellosidades por el fragmento S1 de la miosina demuestra que es el 
extremo (+) en la punta. Más aun, cuando se añade actina fluorescente 
a una célula, ésta se incorpora en el extremo de una microvellosidad, 
mostrando que no sólo el extremo (+) está allí, sino que el ensamblaje 
de los filamentos de actina ocurre allí (Fig. 17-21c). En la actualidad, 
se desconoce de qué manera los filamentos de actina están unidos en 
el extremo de la microvellosidad, pero un candidato probable es una 
proteína formina. Esta orientación al extremo (+) de los filamentos de 
actina con respecto a la membrana plasmática se encuentra casi uni- 
versalmente —no simplemente en las microvellosidades, sino también, 
por ejemplo, en el borde conductor de las células móviles—. Las uniones 
laterales a la membrana plasmática son proporcionadas, al menos par- 
cialmente, por la familia de proteínas ERM (ezrina-radixina-moesina). 
Éstas son proteínas reguladas que existen en una forma plegada, inac- 
tiva. Cuando se activan por la fosforilación en respuesta a una señal 
externa, los sitios de unión de la F-actina y de unión a la membrana 
de esta proteína ERM quedan expuestos para proporcionar una unión 
lateral a los filamentos de actina (Fig. 17-21d). En la membrana plas- 
mática, las proteínas ERM pueden unir los filamentos de actina en for- 
ma directa o indirecta, mediante proteínas de andamiaje al dominio 
citoplasmático de las proteínas de la membrana. 

Los tipos de enlaces de la actina de la membrana que hemos anali- 
zado hasta el momento no implican áreas de la membrana plasmática 
unidas directamente a otras células en un tejido o a la matriz extrace- 
lular. El contacto entre las células epiteliales está mediado por regiones 
muy especializadas de la membrana llamadas uniones adherentes (véase 
Fig. 17-1b). Otras regiones especializadas de asociación llamadas ad- 
hesiones focales median la unión de las células a la matriz extracelular. 
Á su vez, estos tipos especializados de uniones se conectan con el ci- 
toesqueleto, como describiremos con mayor detalle cuando analicemos 
la migración celular (Sección 17.7) y las células en el contexto de los 


tejidos (Cap. 20). 


y Las distrofias musculares son enfermedades genéticas caracteri- 
zadas con frecuencia por el debilitamiento progresivo del múscu- 
lo esquelético. Una de estas enfermedades genéticas, la distrofia muscu- 
lar de Duchenne, afecta a la proteína distrofina, cuyo gen se encuentra 
localizado en el cromosoma X y, de este modo, la enfermedad es mucho 


más prevalente en los hombres. La distrofina es Una preteina modular 

vincular la red de actina cortical de las células muscu- 

lares con un complejo de proteínas de membrana que se unEs a la ma- 

triz extracelular. Así, la distrofina tiene UN dominio de unión a actina 
N-terminal, seguido de una serie de repeticiones del Mpo de la espectri- 
na y terminando en un dominio que Un£ el complejo transmembrana 
distroglucano con la proteína de la matriz extracelular laminina (véase 
Fig. 17-20a). En ausencia de distrofina, la membrana prsanies de las 
células musculares se debilita por los ciclos de contracción muscular y 
finalmente se rompe, dando como resultado la muerte de las miofibri- 


cuya función es 


llas musculares. Ml 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 17.4 


Organización de las estructuras celulares basadas 
en la actina 


« Los filamentos de actina se organizan por el entrecruzamiento de pro- 
teínas que tienen dos sitios de unión a la F-actina. Las proteínas de en- 
trecruzamiento de actina pueden ser largas o cortas, rígidas o flexibles, 
lo cual depende del tipo de estructura involucrada (véase Fig. 17-20). 


+ Los filamentos de actina se unen lateralmente a la membrana plasmá- 
tica mediante clases de proteínas específicas, como se ve en el glóbulo 
rojo o en las estructuras de la superficie celular como las microvellosi- 
dades (véase Fig. 17-21). 


« El extremo (+) de los filamentos de actina también puede unirse a 
las membranas y este ensamblaje está mediado entre el extremo del 
filamento y la membrana. 


- Varias enfermedades han encontrado su causa en defectos en el ci- 
toesqueleto cortical basado en microfilamentos que está por debajo de 
la membrana plasmática. 


17.5 Las miosinas: proteínas motoras 
basadas en actina 


En la Sección 17.3 analizamos el modo en que la polimerización de la 
actina nucleada por el complejo Arp2/3 puede ser utilizada para hacer 
trabajo, tal como el movimiento de las vesículas durante la endocitosis, 
en el borde conductor de las células móviles y la propulsión de la bacteria 
Listeria a través de la célula eucarionte. Además de la movilidad basada 
en la polimerización de la actina, las células tienen una gran familia de 
proteínas motoras llamadas miosinas que pueden moverse a lo largo de 
los filamentos de actina. La primera miosina descubierta, la miosina 11 
fue aislada del músculo esquelético. Durante mucho tiempo, los Biólegos 
pensaron que este era el único tipo de miosina que se encontraba en la 
naturaleza. Sin embargo, luego descubrieron otros tipos de miosinas y 
comenzaron a preguntarse cuántas clases funcionales diferentes podrían 
existir. Hoy sabemos que hay varias clases diferentes de miosinas, además 
de la miosina 11 del músculo esquelético que se mueve a lo largo de la 
actina. De hecho, con el descubrimiento y el análisis de todos estos mo- 
tores basados en la actina y los motores correspondientes basados en los 
microtúbulos descritos en el capítulo siguiente, la visión anterior relati- 
vamente estática de una célula ha sido reemplazada con la toma de cono- 
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cimiento de que el citoplasma es increíblemente dinámico más similar 
a un sistema organizado pero muy transitado de carreteras con motores 
que transportan los componentes con gran actividad=. 

Las miosinas tienen la capacidad sorprendente de convertir la ener- 
gía liberada por la hidrólisis de ATP en trabajo mecánico (movimiento 
a lo largo de la actina). Todas las miosinas convierten la hidrólisis de 
ATP en trabajo, si bien diferentes miosinas pueden llevar a cabo fun- 
ciones muy distintas. Por ejemplo, muchas moléculas de miosina II se 
arrastran juntas sobre los filamentos de actina para llevar a cabo la con- 
tracción muscular, mientras que la miosina V se une a la carga vesicular 
para transportarla a lo largo de los filamentos de actina. Las otras clases 
de miosina proporcionan una miríada de funciones, desde el movi- 
miento de orgánulos alrededor de la célula hasta la contribución en la 
migración de las células. 

Para comenzar a comprender las miosinas, analizamos primero su 
organización general en dominios. Con esta información, exploramos 


(a) 


s miosinas de diferentes organismos y describimos 
unas de las que son comunes en los eucariontes, 
é modo las diversas funciones pueden ser aco. 
mecanismo motor, investigaremos los meca- 
que la energía liberada por la hidrólisis de 
uego vemos de qué modo este mecanis- 
as propiedades de las clases específ- 


pecíficas. 


la diversidad de la 
con mayor detalle alg 
Para comprender de qu 
modadas por un tipo de 
nismos básicos del modo en 
ATP se convierte en trabajo y | 
mo se modifica para adecuarse a l 
cas de miosinas para sus funciones €S 


Las miosinas tienen dominios cabeza, cuello y cola 


con diferentes funciones 


e acerca de las miosinas proviene de estudios de la 
ulo esquelético. En el músculo esquelético, cien- 
L individuales se ensamblan en haces llama- 
(Fig. 17-22a). En una sección posterior, 


Mucho de lo que se sab 
miosina Il aislada del músc 
tos de moléculas de miosina Í 
dos filamentos gruesos bipolares 
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FIGURA 17-22 Estructura de la miosina Il. (2) Orcanización de la miosina ella. La escisión, proteolítica limitada de la rniosina ll f 
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llen filamentos aislados de músculo esquelético La miosina |! se ensarnbla en la Cola -LMM y 52- y el dominio motor $1 (e Mod » lala 
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fragmentos bipolares en los cuales las colas forman el tallo del filamento y las dominio de la cabeza $1 simple que rnuestr O tridimensional de un 


cabezas quedan expuestas en los extremos. La extracción de los filamentos 
bipolares con elevada sal y ATP desensambla éste en moléculas individuales 
de miosina Il. (b) Las moléculas de miosina Il consisten en dos cadenas pesadas 
idénticas (azul claro) y cuatro cadenas ligeras (verde y azul oscuro). La cola de 
las cadenas pesadas forma una espiral enrollada que se dimeriza; la región 

del cuello de cada cadena pesada tiene dos cadenas ligeras asociadas con 
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a que tiene una forma curva, 


dá argada, piseccionada DOr un < 


1POTL Surco. E cill> . 
e dad A ' po El bolsillo de unión al nucleótido descansa 
ermreco US Este SUECO y 8lStiO de unión de lá actina se en 
PE i ¿ “E ta ACUiMa Se er ar 
lado, cerca del extremo de la cabeza, Er a icuentra en el otro 


ueltas alrededor del tallo del cuello 
adenas ligeras 
cuello, de modo que puede actuar « 


helicoidal a se encuentran dos « 
Estas cadenas dan rigidez al 


omo un brazo de 
| o. | ( palan : 
Aquí se muestra la conformación unida al ADP A 


analizaremos de qué modo estos filamentos de miosina se interdigitan con 
filamentos de actina para llevar a cabo la contracción muscular. Aquí in- 
vestigamos primero las propiedades de la molécula de miosina individual. 

Es posible disolver el filamento grueso de miosina en una solución 
de ATP y alta concentración salina, generando un depósito de molécu- 
las de miosina 11 individuales. La molécula de miosina I1 soluble es, de 
hecho, un complejo proteico formado por seis polipéptidos. Dos de las 
subunidades son polipéptidos de alto peso molecular, idénticos, cono- 
cidos como cadenas pesadas de la miosina. Cada una de ellas consiste 
en un dominio globular de cabeza y un dominio largo de cola, conec- 
tados por un dominio de cuello flexible. Las colas de las dos cadenas 
pesadas de la miosina se entretejen, de modo que las regiones de la ca- 
beza se encuentran próximas. Las cuatro subunidades remanentes del 
complejo de miosina son de tamaño más pequeño y se conocen como 
cadena ligera. Hay dos tipos de cadena ligera, la cadena ligera esencial 
y la cadena ligera reguladora. Una cadena ligera de cada tipo se asocia 
con la región del cuello de cada cadena pesada (Fig. 17-22b, arriba). 
La cadena pesada de la miosina y los dos tipos de cadenas ligeras están 
codificados por tres genes distintos. 

La molécula soluble de miosina Il tiene una actividad ATPasa, lo 
cual refleja su capacidad para impulsar movimientos por la hidrólisis 
de ATP. Pero ¿qué parte del complejo de miosina es responsable de esta 
actividad? Para identificar los dominios funcionales de una proteína, 
un abordaje estándar consiste en escindir la proteína en fragmentos 
con proteasas específicas y luego preguntarse qué fragmentos tienen 
actividad. La miosina 11 soluble puede escindirse con un tratamien- 
to suave, con la proteasa quimotripsina para dar dos fragmentos: uno 
llamado meromiosina pesada (HMM, heavy meromyosin; mero signifi- 
ca “parte de”) y la otra meromiosina ligera (LMM, light meromyosin) 
(Fig. 17-22b, medio). La meromiosina pesada puede escindirse adicio- 
nalmente por acción de la proteasa papaína, dando un subfragmento 
1 (S1) y un subfragmento 2 (S2) (Fig. 17-22b, abajo). Al analizar las 
propiedades de varios fragmentos -S1, $2 y LMM-, se encontró que 
la actividad de ATPasa intrínseca de la miosina reside en el fragmento 
S1, al igual que el sitio de unión de la F-actina. Más aún, se encontró 


que la actividad de ATPasa del fragmento Sl se incrementaba en gran 
medida por la presencia de actina filamentosa, de modo que se dice que 


tiene una actividad ATPasa activada por actina, que es un sello de todas 
a miosina II consiste en los dominios 


las miosinas. El fragmento S1 del 
adenas ligeras, mientras que las 


de la cabeza y el cuello asociados con € 
regiones $2 y LMM constituyen el dominio de la cola. 

El análisis cristalográfico por rayos X de la cabeza y el cuello reveló 
su forma, la posición de las cadenas ligeras y las localizaciones de los si- 
tios de unión al ATP y a la actina (Fig. 17-22c). En la base de la cabeza de 
miosina se encuentra el cuello helicoidal o, en el cual las dos moléculas 
de cadena ligera se enrollan alrededor del cuello como si fueran pinzas 
C. En esta posición, las cadenas ligeras vuelven rígida la región del cue- 
llo. El sitio de unión a la actina es una región expuesta en el extremo 
del dominio de la cabeza; el sitio de unión al ATP también está en el 
dominio de la cabeza con un surco opuesto al sitio de unión a la actina. 

¿Cuánta miosina II es necesaria y suficiente para la actividad de 
“motor”? Para responder esta pregunta es necesario un ensayo de mo- 
vilidad in vitro simple. En un ensayo de este tipo, el ensayo de filamento 
deslizante, las moléculas de miosina son unidas a un portaobjetos al 
que se le añaden filamentos de actina marcados en forma fluorescente, 
estabilizados. Dado que las moléculas de miosina se encuentran ad- 
heridas, no pueden deslizarse; de modo tal que cualquier fuerza ge- 
nerada por la interacción de las cabezas de miosina con los filamentos 
de actina fuerza a los filamentos a moverse con relación a la miosina 
(Fig. 17-23a). Si hay ATP presente, los filamentos de actina añadidos 
pueden verse deslizar a lo largo de la superficie del cubreobjetos; si no 
hay ATP presente, no se observa movimiento del filamento. Emplean- 
do este ensayo puede mostrarse que la cabeza S1 de la miosina ll es 
suficiente para generar el movimiento de los filamentos de actina. Este 
movimiento es provocado por los fragmentos S1 de miosina unidos 
(adheridos también al cubreobjetos), intentando “moverse” hacia el 
extremo (+) de un filamento; así, los filamentos se mueven guiados por 
el extremo (—). La velocidad a la cual la miosina mueve un filamento de 
actina puede ser determinada a partir de los registros de video de los 
ensayos de filamento deslizante (Fig. 17-23b). 


í) ANIMACIÓN TÉCNICA: Ensayo de movilidad in vitro de la miosina 


FIGURA EXPERIMENTAL 17-23 El ensayo de deslizamiento de los 
filamentos es empleado para detectar el movimiento impulsado por la 
miosina. (a) Después de que las moléculas de miosina Son adsorbidas sobre 
la superficie de un cubreobjetos de vidrio, el exceso de miosina no unida se 
elimina: entonces este cubreobjetos se ubica CON el lado de la miosina hacia 
abajo sobre un portaobjetos de vidrio, formando una cámara a través de la 
cual pueden fluir las soluciones. Una solución de filamentos de actina, que se 
vuelve visible y estable al teñirla con faloidina marcada con rodamina, puede 
Auir al interior de la cámara. En presencia de ATP, las cabezas de miosina 
avanzan hacia el extremo (+) de los filamentos, por el mecanismo que se 
ilustra en la Figura 17-25. Dado que las colas de miosina están inmovilizadas, el 
desplazamiento de las cabezas hacia los extremos (+) próvOCa el deslizarmento 
de los filamentos, los cuales parecen estar moviéndose con £us extremos ( 
abriendo paso. El movimiento de los filamentos individuales puede observarse 
con un microscopio óptico de fluorescencia (b) Estas fotografías muestran 

las posiciones de tres filamentos de actina (numerados como 1, 2, 3) a 
intervalos de 30 segundos registrados por un videomicroscopio. La velocidad 
del movimiento de los filamentos puede determinarse a partir de estas 
grabaciones. (Parte [b] cortesía de M. Footer y 5 Kron] 
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Todas las miosinas tienen un dominio relacionado con el dominio 
S1 de la miosina Il, que comprende los dominios de la cabeza y el cue- 
llo, que es responsable de su actividad motora. Sin embargo, como ve- 
remos en una sección posterior, la longitud del dominio del cuello y el 
número y tipo de cadenas ligeras asociadas con él varían en diferentes 
clases de miosinas. El dominio de la cola no contribuye a la movilidad, 
sino que define qué se mueve por acción del dominio relacionado con 
S1. Así, como podría esperarse, los dominios de la cola pueden ser muy 
distintos y están diseñados para unirse a cargas específicas. 


Las miosinas constituyen una gran familia 
de proteínas motoras mecanoquímicas 


Dado que todas las miosinas tienen dominios motores S] relacionados 
con considerable similitud en su secuencia primaria de aminoácidos, es 
posible determinar cuántos genes de miosina y cuántas clases distintas 
de ella existen en un genoma secuenciado. Hay aproximadamente 40 
genes de miosina en el genoma humano (Fig. 17-24), 9 en Drosophila 
y 5 en una levadura en gemación. El análisis por computadora de las 
relaciones de secuencia entre los dominios de las cabezas de miosina 
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FIGURA 17-24 La superfamilia de miosina en los humanos. Análisis 

por computadora de la relación entre los dominios de la cabeza S1 de todas 
las aproximadamente 40 miosinas codificadas por el genoma hurnano. Cada 
miosina está indicada por un punto azul y la longitud de las líneas negras 
indican las relaciones de distancia filogenética. Así, las miosinas conectadas 
por líneas cortas están muy relacionadas, mientras que las separadas por las 
líneas largas están más distantemente vinculadas. Entre estas miosinas hay tres 
clases -miosinas l, ll y V-, ampliamente representadas entre los eucariontes y 
las otras tienen funciones más especializadas. Se indican los ejemplos en los 
cuales la pérdida de una miosina específica provoca una enfermedad. (Redibuiado 
y modificado de R. E. Cheney, 2001, Mol Biol. Cell 12:780) 
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sugiere que han evolucionado unas 20 clases “y pa a en los 
n mayor similitud de secuencia dentro de una clase que 
ndicó en la Figura 17-24, las bases genéticas para 
n sido rastreadas hasta los genes que codifican 
ios de las cabezas de la miosina convierten 


eucariontes, co 
entre ellas. Como se 1 
ciertas enfermedades ha 


las miosinas. Todos los domin | 
la hidrólisis de ATP en trabajo mecánico, empleando el mismo meca. 


nismo general. Sin embargo, como veremos, a ey a. este 
mecanismo pueden tener profundos efectos en las propiedades Incio- 
nales de las diferentes clases de miosina. ¿De qué manera se relacionan 
estas clases distintas con los dominios de la cola? Resulta sorprendente, 
si uno toma solamente las secuencias proteicas de los dominios de la 
cola de las miosinas y emplea esta información para ubicarlas en clases, 
el que caigan dentro de los mismos agrupamientos que los dominios 
motores. Esto implica que los dominios de la cane, con propiedades 
específicas, han coevolucionado con clases específicas de dominios de 
la cola, lo cual tiene mucho sentido y sugiere que cada clase de miosina 
ha evolucionado para llevar a cabo una función específica. 

Entre todas las clases distintas de miosina, hay tres especialmente 
bien estudiadas, que se encuentran comúnmente en animales y hongos: 
las llamadas familias de miosina l, miosina II y miosina V (Fig. 17-25). 
En los seres humanos, 8 genes codifican las cadenas pesadas para la 
familia de la miosina I, 14 para la familia de la miosina II y tres para la 
familia de la miosina V (véase Fig. 17-24). 

La miosina clase II se ensambla en fragmentos bipolares, con 
orientaciones opuestas en cada mitad del filamento bipolar, de modo 
tal que hay un racimo de dominios de la cabeza en cada extremo del 
filamento. Esta organización es importante por su participación en la 
contracción; de hecho, ésta es la única clase de miosinas implicada en 
las funciones contráctiles. El gran número de miembros de esta clase 
refleja la necesidad de filamentos de miosina II, con propiedades con- 
tráctiles ligeramente distintas que están presentes en los diferentes 
músculos (p. ej., esquelético, cardíaco y varios tipos de músculo liso), 
como así en las células no musculares. 

La miosina clase II es la única que se ensambla en filamentos bipo- 
lares. Todos los miembros de la miosina l1 tienen un dominio de cuello 
relativamente corto, con dos cadenas ligeras por cada cadena pesada. La 
miosina clase l es bastante grande, tiene un número variable de cadenas 
ligeras asociadas con la región del cuello, y es la única en la cual las dos 
cadenas pesadas no están asociadas a través de sus dominios de la cola, 
por lo que tienen una cabeza única. El gran tamaño y diversidad de la 
miosina clase | sugiere que estas miosinas desempeñan muchas fun- 
ciones, gran parte de las cuales aún no se han determinado, pero algu- 
nos miembros de esta familia conectan los filamentos de actina con las 


membranas y otros están implicados en la endocitosis. Los miembros 
de la miosina clase V tienen dos cadenas 


un motor con dos cabezas, 


la velocidad de movimiento de ] 


En cada oo que ha sido probado hasta el momento, las miosinas 
se mueven hacia el extremo (+) de un filamento de acti con una 


excepción, la miosina VI presente en los animales. Esta notable miosina 
tiene un inserto en su dominio d 


ción opuesta, de modo tal que la 
un filamento de actina. Se cre 
docitosis, al mover las vesícula 
de actina, alejándolas de la m 


a miosina. 
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FIGURA 17-25 Tres clases comunes de miosina. La miosina | consiste en 
un dominio de la cabeza con un número variable de cadenas ligeras asociadas 
con el dominio del cuello. Los miembros de la clase de miosina | son las Únicas 
miosinas que tienen un solo dominio de cabeza simple Se cree que algunas 
de estas miosinas se asocian directamente con membranas por medio de 
interacciones lipídicas. Las miosinas ll tienen dos dominios de la cabeza y dos 


filamentos asociados con la membrana plasmática tienen sus extremos 
(+) hacia la membrana, de modo tal que un motor dirigido hacia el 
extremo (-) las alejará de la membrana hacia el centro de la célula. 


Los cambios de conformación en la cabeza de la 
miosina acoplan la hidrólisis del ATP al movimiento 


Los estudios de contracción muscular proporcionaron la primera evi- 
dencia de que las cabezas de la miosina se deslizan o caminan a lo largo 
de los filamentos de actina. El descubrimiento del mecanismo de la 
contracción muscular tuvo una gran ayuda dada por el desarrollo de 
los ensayos de movilidad in vitro y de las mediciones de fuerza de una 
molécula individual. Sobre la base de la información obtenida con estas 
mensional de la cabeza de la miosina (véase 
llaron un modelo general del 
liberada por la hidrólisis 


técnicas y la estructura tridi 
Fig. 17-22c), los investigadores desarro 
modo en que la miosina emplea la energía par de hue 
de ATP para moverse a lo largo de un filamento de actina (Fig. 1 7-26). 
Dado que se piensa que todas las miosinas emplean el mismo mecanis- 
mo básico para generar movimiento, ignoraremos si la cola de miosina 
está unida a una vesícula o si es parte de un filamento grueso, como en 
el músculo. El aspecto más importante de este modelo es que la hidróli- 
sis de una única molécula de ATP está acoplada a cada paso tomado por 
una molécula de miosina, junto con UN filamento de actina. — 
¿De qué manera la miosina puede convertir la energia química y 
berada por la hidrólisis de ATP en trabajo mecánico? Esta pregunta ha 
intrigado durante largo tiempo a los biólogos. Se supo durante largo 
tiempo que la cabeza Sl de la miosina es una ATPasa, que tiene la E 
pacidad de hidrolizar ATP a ADP + Pp. El análisis bioquímico reveló el 
mecanismo del movimiento de la miosina (Fig. 17-264). En ausencia 
de ATP, la cabeza de miosina se une muy estrechamente a la F-actina. 
Cuando se une el ATP, la afinidad de la cabeza por la F-actina se reduce 


de orgánulo 


(+) 


cadenas ligeras por cada cuello y son la única clase que puede ensamblarse 

en filamentos bipolares. Las miosinas V tienen dos dominios de la cabeza y seis 
cadenas ligeras por cuello. Unen receptores específicos (recuadro pardo) en los 
orgánulos que transportan. Todas las miosinas de estas tres clases se mueven 
hacia el extremo (+) de los filamentos de actina. 


en gran medida y se libera desde la actina. La cabeza de la miosina hi- 

droliza entonces ATP y los productos de hidrólisis, ADP y P, permane- 

cen unidos. La energía proporcionada por la hidrólisis de ATP induce 

un cambio de conformación en la cabeza que resulta en la rotación del 

dominio de la cabeza con respecto al cuello. Esto se conoce como la 

“posición de rigor” de la cabeza (Fig. 17-26b, arriba). En ausencia de F- 

actina, la liberación de P, es excepcionalmente lenta —la parte más lenta 
del ciclo de la ATPasa—. Sin embargo, en presencia de actina, la cabeza 
une fuertemente a la F-actina, e induce tanto la liberación de P, como la 
rotación de la cabeza nuevamente a su posición original, moviendo así 
el filamento de actina con relación al dominio del cuello (Fig. 17-26b, 
abajo). De este modo, la unión a la F-actina induce el movimiento de la 
cabeza y la liberación del P, acoplando de este modo ambos procesos. 
Este paso se conoce como el golpe impulsor. La cabeza permanece unida 
hasta que el ADP se va y un ATP nuevo se une a la cabeza, liberándola 
del filamento. El ciclo se repite entonces y la miosina puede moverse 
nuevamente contra el filamento. 

¿De qué modo la hidrólisis del ATP en el bolsillo de unión al nu- 
cleótido se convierte en fuerza? Los resultados de estudios estructurales 
de miosina en presencia de nucleótidos, y de análogos de nucleótidos 
que simulan los distintos pasos del ciclo, indican que la unión y la 
hidrólisis de un nucleótido provocan un pequeño cambio de confor- 
mación en el dominio de la cabeza. Este pequeño movimiento queda 
amplificado por una región “convertidora” en la base de la cabeza, que 
actúa como un fulcro y hace que el cuello rote. Esta rotación está am- 
plificada por el brazo en forma de bastón que constituye el dominio del 
cuello, de modo tal que el filamento de actina se mueve en unos pocos 
nanómetros (véase Fig. 17-26b). 

Este modelo hace una fuerte predicción: la distancia que una ca- 
beza de miosina recorre a lo largo de la actina, durante la hidrólisis 
del ATP —el tamaño del paso de la miosina— deberá ser proporcional a 
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9) ANIMACIÓN FOCALIZADA: Ciclo de cruzamiento actina-miosina 
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FIGURA 17-26 Movimiento de miosina impulsado por ATP a lo largo 

de los filamentos de actina. (a) En ausencia de ATP la cabeza de miosina 

se adhiere Armemente al filamento de actina. Aunque este estado tiene vida 
media muy corta en el músculo vivo, es el estado responsable de la rigidez 
muscular de la muerte (rigor mortis) Paso Ek al unirse al ATP, la cabeza de 
miosina se libera del filamento de actina. Paso EZ la cabeza hidroliza el ATP a 
ADP y P, lo cual induce una rotación en la cabeza con respecto al cuello. Esta 
“posición de rigor” almacena la energía liberada por la hidrólisis de ATP como 
energía elástica al igual que un resorte estirado. Paso EX la miosina en el estado 
de*rigor”se une a la actina. Paso BX: cuando se une a la actina, la cabeza de 
miosina acopla la liberación de P con la liberación de la energía elástica para 
mover el filamento de actina. Esto se conoce como el “golpe impulsor” dado 
que involucra el movimiento del filamento de actina con respecto al extremo 
del cuello de miosina. Paso EX la cabeza permanece firmemente unida al 
filamento, a medida que el ADP se libera y antes que el ATP fresco sea unido 
por la cabeza. (b) Modelos moleculares de los cambios de conformación en 

la cabeza de miosina implicados en la “posición de rigor” de la cabeza (panel 
superior) y durante el golpe impulsor (panel inferior). Las cadenas ligeras de 
miosina se muestran en azul oscuro y verde; el resto de la cabeza y el cuello de 
la miosina están coloreados en azul claro y la actina es FOja. (Parte [a] adaptada de R D 
Vale y RA. Milligan, 2002, Science 288:88, parte [b] cortesía de Mike Geeves) 
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FIGURA EXPERIMENTAL 17-27 La longitud del dominio del cuello de la 
miosina ll determina la velocidad del movimiento. Para probar el modelo 
de brazo de palanca del movimiento de miosina, los investigadores emplearon 
tecnicas de DNA recombinante para que las cabezas de miosina se unieran 

a dominios de cuello de diferente longitud. Se determinó la velocidad a la 

cual se movian sobre los filamentos de actina. Cuanto más largo era el brazo 
de la palanca, más rapido se movía la miosina, dando sustento al mecanismo 


propuesto. ¡Redibujado de K A Ruppel y J A Spuaich, 19%, Ann Rev Cai Ma! Biol 12:543-573 


la longitud del dominio del cuello. Para probar esto se construyeron 
moléculas de miosina mutantes con diferentes longitudes de los do- 
minios del cuello y se determinó la velocidad a la cual se movían a lo 
largo de un filamento de actina. Cabe destacar que hay una excelente 
correspondencia entre la longitud del dominio del cuello y la velocidad 
del movimiento (Fig. 17-27). 


Las cabezas de miosina dan pasos individuales 
a lo largo de los filamentos de actina 


La característica más crítica de la miosina es su capacidad para generar 
una fuerza que impulsa movimientos. Los investigadores han emplea- 
do trampas ópticas para medir las fuerzas generadas por moléculas de 
miosina individuales (Fig. 17-28). En este enfoque, la miosina se inmo- 
viliza sobre cuentas a baja densidad. Un filamento de actina, manteni- 
do entre dos trampas ópticas, se hace descender hacia la cuenta, hasta 
que toma contacto con la molécula de miosina que se encuentra sobre 
ella. Cuando se añade ATP, la miosina tracciona sobre el filamento de 
actina. Empleando un mecanismo de retroalimentación mecánico con- 
trolado por una computadora, puede medirse la distancia recorrida y 
las fuerzas y duración del movimiento. Los resultados de los estudios 
de trampa óptica muestran que la miosina TI no interactúa con el fi- 
lamento de actina de modo continuo, sino que se une, se mueve y la 
libera. De hecho, la miosina 1! gasta en promedio aproximadamente 
10% de cada ciclo de la ATPasa en contacto con la F-actina —es decir, 
tiene un relación de trabajo (duty ratio) de 10%-. Esto será importante 
más adelante, cuando consideremos que, en la contracción muscular, 
cientos de cabezas de miosina arrastran filamentos de actina, de modo 
tal que en cualquier momento el 10% de las cabezas se encuentra com- 


prometido a proporcionar una contracción suave. 


pao > 


FIGURA 17-28 Atrapamiento óptico de la actina. Las técnicas de trampa 
óptica pueden emplearse para determinar el tamaño del paso y la fuerza 
generada por una unica molécula de miosina. En una trampa óptica, el haz del 
láser infrarrojo se enfoca mediante un microscopio óptico sobre una cuenta de 
látex (o cualquier otro objeto que no absorba la luz infrarroja), que captura y 
mantiene la cuenta en el centro del haz La tensión de la fuerza que sostiene la 
cuenta se ajusta incrementando o disminuyendo la intensidad de los haces de 
láser. En este experimento se sostiene un filamento de actina entre dos trampas 
ópticas. El hlamento de actina, luego, se hace descender sobre una tercera 
cuenta cubierta con una concentración diluida de moléculas de miosina. Si el 
filamento de actina encuentra una molécula de miosina en presencia de ATP, 

la miosina arrastrará el lamento de actuna, lo cual permite a los investigadores 
medir tanto la fuerza generada como el tamaño del paso de la miosina. 


Cuando la miosina II contacta la F-actina, lo hace en pasos indi- 
viduales, que tienen un promedio de aproximadamente 8 nm (Fig. 
17-29, arriba) y genera entre 3-5 piconewtons (pN) de fuerza, aproxi- 
madamente la misma que la ejercida por la gravedad sobre una bac- 
teria individual. 

Si miramos ahora a un experimento de trampa óptica semejante 
con miosina V, las curvas se ven completamente distintas (Fig. 17- 
29, abajo). Ahora podemos discernir con claridad pasos de alrededor 
de 36 nm de longitud. Este tamaño de paso más grande refleja un 
dominio de cuello más largo —el brazo de palanca de la miosina V. 
Más aun, vemos que el motor toma muchos pasos secuenciales sin 
liberarse de la actina —esto se denomina moverse en forma procesiva—. 
Esto ocurre porque su ciclo de la ATPasa está modificado para tener 
una relación de trabajo más alta (> 70%) al hacerse más lenta la ve- 
locidad de liberación de ADP; asi, la cabeza permanece en contacto 
con el filamento de actina durante un porcentaje mucho más alto 
del ciclo. Dado que una molécula individual de miosina Y tiene dos 
cabezas, una relación de trabajo > 50% asegura que una cabeza esté 
en contacto en todo momento, a medida que se mueve a lo largo de 
un filamento de actina, para no caerse. 


La miosina V avanza mano sobre mano a lo largo 
de un filamento de actina 


La pregunta siguiente es ¿de qué manera las dos cabezas de la miosina 
V trabajan juntas para moverse a lo largo de un filamento? Un modelo 
propone que las dos cabezas avanzan a lo largo de un filamento mano 
sobre mano, alternando las cabezas que guían el avance (Fig. 17-304). 
Una posibilidad alternativa es un modelo de oruga geómetra, en el cual 
la cabeza lider avanza, la segunda es arrastrada detrás de ella y luego la 
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FIGURA EXPERIMENTAL 17-29 Experimentos de trampa óptica que 
miden el tamaño del paso y la procesividad de las miosinas. Empleando 
un diseño de trampa óptica similar al descrito en la Figura 17-28, los 
investigadores han analizado el comportamiento de la miosina Il (trazo superior) 
y de la miosina V (trazo inferior). Como muestran los picos del trazo, la miosina 
Il realiza pequeños pasos erráticos (5-15 nm), lo cual significa que se une al 
filamento de actina, se mueve y luego lo deja ir. Por lo tanto, es un motor no 
procesivo. Por el contrario, la miosina Y de una sola cabeza realiza pasos claros 
de 36 nm, uno tras otro, de modo tal que tiene un tamaño de paso de 36 nm y 
es muy procesiva -es decir, no permite ir al filamento de actina. (Parte [a] de Finer y 
cols. 1994, Nature 368:113, parte [b] de M. Rief y cols., 2000, Proc Hari Acad. Sa USA 97:9482 ) 


cabeza líder avanza nuevamente (Fig. 17-30b). ¿Cómo podría distin- 
guirse entre estos modelos? En el modelo de la oruga geómetra, cada 
cabeza individual realiza pasos de 36 nm, mientras que en el modelo de 
caminata cada una realiza pasos de 72 nm. Los científicos han logrado 
unir una sonda fluorescente a la región del cuello de la miosina V y la 
han visto avanzar a lo largo de un filamento de actina: realiza pasos de 
72 nm (Fig. 17-30c) y, de esta manera, avanza mano sobre mano a lo 
largo de un filamento. ¿Por qué es tan grande el tamaño del paso de la 
miosina V? Si comparamos su tamaño de paso de 36 nm con la estruc- 
tura del filamento de actina, veremos que es el mismo que la longitud 
entre las repeticiones helicoidales en el filamento de actina (véanse 
Figs. 17-5b y 17-30a), de modo que la miosina V avanza entre sitios 
de unión equivalentes a medida que camina a lo largo de un lado de 
un filamento de actina. Supuestamente, la miosina V ha evolucionado 
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FIGURA EXPERIMENTAL 17-30 La miosina V tiene un tamaño de paso 
de 36 nm, aunque cada cabeza se mueve en pasos de 72 nm, de 

manera que se mueve mano sobre mano. Se han sugerido dos modelos 

de movimiento de la miosina V a lo largo de un filamento. (a) En el modelo 
mano sobre mano, una cabeza se une a un filamento de actina y luego la otra 
se balancea alrededor y se une a un sitio a 72 nm de distancia hacia adelante 
(b) En el modelo de la oruga geómetra, la cabeza conductora se mueve | 
36 nm, luego la cabeza retardada se mueve detrás de ella y permite que la 
cabeza conductora realice otro paso de 36 nm. (c) La miosina V de des cabezas 
marcada con una etiqueta fluorescente en una de las cabezas parece teneruna 


longitud de paso de 72 nin. Así, la miosina V se desplaza mano sobre mano 
(Adaptado de A Yildiz y cols, 2003, Science 300:2061 ) 
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CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 17.5 


Las miosinas: proteínas motoras basadas en la actina 


+ Las miosinas son proteínas motoras impulsadas por la hidrólisis del 
ATP. 


« Las miosinas tienen un dominio motor de cabeza, un dominio de 
brazo de palanca en el cuello y un dominio de unión de carga en la cola 


(véase Fig. 17-22). 


« Hay muchas clases de miosinas, tres de ellas presentes en muchos eu- 
cariontes: la miosina | tiene un único dominio de cabeza, la miosina Il 
tiene dos cabezas y se ensambla en filamentos bipolares y la miosina V 
tiene dos cabezas pero no se ensambla en filamentos (véase Fig. 17-25). 


+ Las miosinas convierten la hidrólisis de ATP a trabajo mecánico al 
amplificar un pequeño cambio de conformación en su cabeza a través 
del dominio del cuello, cuando la cabeza está unida a la F-actina (véase 
Fig. 17-26). 


+ Las cabezas de la miosina realizan pasos independientes a lo largo de 
un filamento de actina, que pueden ser pequeños (8 nm) y no proce- 
sivos en el caso de la miosina 11, o grandes (36 nm) y procesivos para 


la miosina V. 


17.6 Movimientos impulsados por la miosina 


Ya hemos analizado de qué manera las miosinas tienen dominios de 
cabeza y cuello responsables de sus propiedades motoras. Ahora, lle- 
gamos a las regiones de la cola, que definen las cargas que mueven las 
miosinas. Se desconoce la función de muchas de las clases de miosinas 
recién descubiertas, presentes en los metazoarios. En esta sección, da- 
mos solamente dos ejemplos acerca las funciones específicas de la miosina, 
de los que tenemos buena idea. Nuestro primer ejemplo es el músculo es- 
quelético, en el cual se descubrió la miosina 11. En el músculo, muchas 
cabezas de miosina II agrupadas en filamentos bipolares, cada una con 
un ciclo de trabajo corto, operan en conjunto para que se produzca la 
contracción. En la contracción del músculo liso y las fibras de tensión, 
operan maquinarias contráctiles organizadas de modo semejante, así 
como ocurre en el anillo contráctil durante la citocinesis. Luego pa- 
samos a la miosina de clase V, que tiene un ciclo de trabajo largo que 
permite que estas miosinas transporten cargas lo largo de distancias 
relativamente largas, sin disociarse de los filamentos de actina. 


Los filamentos gruesos de miosina y los filamentos 
delgados de actina del músculo esquelético se 
deslizan unos sobre otros durante la contracción 


Las células musculares han evolucionado para llevar a cabo una función 
muy especializada: la contracción. Las contracciones musculares deben 
Ocurrir con rapidez y repetitivamente a través de distancias largas y con 
suficiente fuerza como para mover cargas grandes. Una célula de músculo 
esquelético típica es cilíndrica, larga (1-40 jm de longitud y 10-50 um de 
ancho) y multinucleada (contiene hasta 100 núcleos) (Fig. 17-31a). Dentro 
de cada célula muscular hay muchas miofibrillas con una disposición re- 
Petitiva, regular de una estructura especializada llamada sarcómero (Fig. 


17-31b). Un sarcómero, que tiene aproximadamente 2 um de largo en el 
músculo en reposo, se acorta en aproximadamente 70% de su longitud 
durante la contracción. Tanto la microscopia electrónica como los análisis 
bioquímicos mostraron que cada sarcómero contiene dos tipos de filamen- 
tos principales: los filamentos gruesos, compuestos por miosina Il, y los fila- 
mentos delgados, que contienen actina y proteínas asociadas (Fig. 17-31c). 

Los filamentos gruesos están compuestos por filamentos bipolares de 
miosina Il, en los cuales las cabezas de cada mitad del filamento tienen 
orientaciones opuestas (véase Fig. 17-22: ). Los filamentos delgados de ac- 
tina se encuentran ensamblados con sus extremos (+) insertos en una es- 
tructura que se tiñe densamente llamada disco Z, de modo tal que los dos 
conjuntos de filamentos de actina de un sarcómero tienen orientaciones 
opuestas (Fig. 17-32). Para comprender la contracción muscular, conside- 
remos las interacciones entre una cabeza de miosina (entre las cientos pre- 
sentes en un filamento grueso) y un filamento delgado (de actina), según 
se ilustra en la Figura 17-26. Durante estas interacciones cíclicas, también 
llamadas ciclo de los puentes cruzados, la hidrólisis de ATP está acoplada al 
movimiento de una cabeza de miosina hacia el disco Z, que corresponde al 
extremo (+) del filamento delgado de actina. Dado que el filamento grue- 
so es bipolar, la acción de las cabezas de miosina en extremos opuestos 
del filamento grueso arrastra los filamentos delgados hacia el centro del 
filamento grueso y, por lo tanto, hacia el centro del sarcómero (véase Fig. 
17-32). Este movimiento acorta el sarcómero hasta que los extremos de los 
filamentos gruesos linden con el disco Z. La contracción en células muscu- 
lares intactas resulta de la actividad de cientos de cabezas de miosina sobre 
un filamento grueso, amplificadas por los cientos de filamentos gruesos y 
delgados presentes en un sarcómero y los miles de sarcómeros en una fibra 
muscular. Podemos ver ahora por qué la miosina [I es tanto no procesiva 
como requiere un ciclo de trabajo corto: cada cabeza se arrastra sobre una 
distancia corta sobre el filamento de actina y luego lo deja ir para permitir 
que otras cabezas lo arrastren y así muchas cabezas trabajando concerta- 
damente permiten la suave contracción del sarcómero. 


El corazón es un órgano contráctil sorprendente —se contrae sin 

interrupción aproximadamente 3 millones de veces por año, o 
una quinta parte de mil millones de veces durante toda la vida—. Las 
células musculares del corazón contienen una maquinaria contráctil 
muy similar a la del músculo esquelético, excepto en que son células 
mononucleadas y binucleadas. En cada célula, los sarcómeros de los 
extremos se insertan en estructuras en la membrana plasmática llama- 
das discos intercalados, que vinculan a las células en una cadena con- 
tráctil. Dado que las células musculares cardíacas solo se generan en las 
épocas tempranas de la vida humana, no pueden ser reemplazadas en 
respuesta al daño, como el que ocurre durante un infarto de miocardio, 
Muchas mutaciones distintas en las proteínas de la maquinaria con- 
tráctil del corazón dan lugar a las miocardiopatías hipertróficas que 
engrosan la pared muscular del corazón, lo cual compromete su fun- 
ción—. Por ejemplo, se han documentado muchas mutaciones en el gen 
de la cadena pesada de la miosina cardíaca que comprometen la fun- 
ción contráctil de la proteína, aun en individuos heterocigotos. En estos 
individuos, el corazón intenta compensar mediante la hipertrofia 
(agrandamiento), lo cual con frecuencia da como resultado arritmias 
(latidos irregulares) cardíacas fatales. Además de los defectos de la ca- 
dena pesada de la miosina, los defectos que dan como resultado mio- 
cardiopatías han sido rastreados hasta las mutaciones en otros compo- 
nentes de la maquinaria contráctil, que incluyen la actina, las cadenas 
ligeras de la miosina, la tropomiosina y la troponina y los componentes 
estructurales como la titina (que se analizan más adelante). M 
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FIGURA 17-31 Estructura del sarcómero de músculo esquelético. y 
(a) Los músculos esqueléticos consisten en fibras musculares formadas TT y) 
por haces de células multinucleadas. Cada célula contiene un haz de 
miofibrillas, que consiste en miles de estructuras contráctiles repetidas, 
llamadas sarcómeros. (b) Fotomicrografía electrónica de músculo estriado 

de ratón en corte longitudinal, que muestra un sarcómero. A cada lado de 

los discos Z hay bandas | teñidas ligeramente, compuestas completamente 
por filamentos delgados de actina. Estos filamentos delgados se extienden 
desde ambos lados del disco Z para interdigitarse con los filamentos gruesos 
de miosina, teñidos en color oscuro, presentes en la banda A. (c) Diagrama de 
la disposición de los filamentos de miosina y actina en un sarcómero. (Parte (b] 


Músculos 


cortesía de S. P Dadoune) 


Haz de fibras 


El músculo esquelético se estructura mediante 
musculares 


proteínas de estabilización y andamiaje 


La estructura del sarcómero se mantiene merced a un número de pro- ; 
' 6 ! pr ' os Célula muscular 

teinas accesorias (Fig. 17-33). Los filamentos de actina se estabilizan Miofibrilla MN multinucleada 

en sus extremos (+) por la CapZ y en sus extremos (-) por la tropomo- po 

dulina. Una proteína gigante conocida como nebulina se extiende a lo 

largo del filamento delgado de actina durante todo el recorrido desde 

el disco Z hasta la tropomodulina, a la cual se une. La nebulina consiste 

en dominios repetidos que se unen a la actina presente en el filamento, 

y se cree que el número de repeticiones que unen actina y, por lo tanto, (b) 

la longitud de la nebulina determinan la longitud de los filamentos del- 

gados. Otra proteína gigante, llamada titina (porque es muy grande), 

tiene su cabeza asociada con el disco Z y se extiende hasta la mitad del 

filamento grueso, donde otra molécula de titina se extiende al disco Z 

siguiente. Se cree que la titina es una molécula elástica que mantiene 

juntos a los filamentos gruesos en la mitad del sarcómero y también 

evita el sobreestiramiento para asegurarse de que los filamentos grue- 

sos permanezcan interdigitados entre los filamentos delgados. 


Núcleos 
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La contracción de los músculos esqueléticos 

está regulada por el Ca”* y las proteínas 

que unen actina Disco z 
Disco Z 


Al igual que muchos procesos celulares, la contracción del músculo es- A |'—><———— Banda A—————_><— Banda I— 
quelético se inicia con un aumento en la concentración citosólica de 
Ca”. Como se describió en el Capítulo 11, la concentración de Ca** 
del citosol normalmente se mantiene baja, por debajo de 0,1 yM. En 
las células de músculo esquelético, un bajo nivel de Ca” en el citosol se 
mantiene principalmente por una ATPasa Ca” única que bombea en 
forma continua jones Ca** desde el citosol que contiene las miofibrillas 
al retículo sarcoplasmático (RS), un retículo endoplasmático especia- 
lizado de las células musculares (Fig. 17-34). Esta actividad establece un 
reservorio de Ca” en el RS. 

La llegada de un impulso nervioso (o potencial de acción; véase 
Cap. 22) a una unión neuromuscular desencadena un potencial de 
acción en la membrana plasmática de la célula muscular (llamada 


Filamentos de miosina 


también sarcolema). El potencial de acción viaja a través de invagi- A 
naciones de la membrana plasmática llamadas túbulos transversos a o 
d > , actina 
netran en l i : 
que pe a célula para quedarse cerca de las miofibrillas. La Filamentos de actina 


llegada del potencial de acción en los túbulos transversos estimula la 


apertura de los canales de Ca”: activados por voltaje en la membrana tropomiosina y la troponi 

del RS, y la liberación subsiguiente de Ca** desde el RS incrementa la actina y normalm PONiINa, que se unen a los filamentos delgados de 

concentración citosólica de Ca” en las miofibrillas. Esta concentra- la posición de ente bloquean la unión de la miosi E ? bio en 
estas miosina. El cam 


ción elevada de Ca”' induce un cambio en dos proteínas accesorias, la 
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FIGURA 17-32 Modelo del filamento deslizante de la contracción en 

el músculo estriado. La disposición de los filamentos gruesos de miosina y 
delgados de actina en el estado relajado se muestra en el diagrama superior 
En presencia de ATP y Ca””, las cabezas de miosina que se extienden desde los 
lamentos gruesos avanzan hacia los extremos (+) de los filamentos delgados. 
Dado que los filamentos delgados están anclados en los discos Z (púrpura), el 
movimiento de la miosina arrastra los filamentos de actina hacia el centro del 
sarcómero, acortando su longitud en el estado contraído, como se muestra en 
el diagrama inferior 


la contracción. Este tipo de regulación es muy rápido y también se lo 
conoce como regulación por filamento delgado. 

La tropomiosina (TM) es una molécula con forma de cuerda, de 
aproximadamente 40 nm de longitud, que se une a 7 subunidades de 
actina en un filamento de actina. Las moléculas de TM se mantienen 
juntas de la cabeza a la cola, formando una cadena continua a lo lar- 
go de cada lado de un filamento delgado de actina (Fig. 17-35a, b). 
Asociada con cada tropomiosina hay una troponina (TN), un com- 
plejo de tres subunidades TN-T, TN-I y TN-C. La troponina-C es la 
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FIGURA 17-34 El retículo sarcoplasmático regula el nivel de Ca”* libre 
en las miofibrillas. (3) Cuando un impulso nervioso estimula a una célula 
muscular, el potencial de acción se transmite a lo largo de un túbulo transverso 
(amarillo), que se continúa con la membrana plasmática (sarcolema), que 
Conduce a la liberación de Ca** del retículo sarcoplasmático adyacente (azul) 
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FIGURA 17-33 Proteínas accesorias presentes en el músculo 
esquelético. Para estabilizar los hlamentos de actina, la CapZ forma un 
casquete en el extremo (+) de los filamentos delgados en el disco Z, mientras 
que la tropomodulina forma un casquete en el extremo (-). La proteína gigante 
titina se extiende a través de los filamentos gruesos y se une al disco Z. La 
nebulina une las subunidades de actina y determina la longitud del filamento 
delgado 


subunidad de la troponina que se une al calcio. La TN-C controla la 
posición de la TM sobre la superficie de un filamento de actina por 
medio de las subunidades TN-I y TN-T. 

Bajo el control del Ca** y la TN, la TM puede ocupar dos posiciones 
en un filamento delgado —pasando de un estado de relajación muscu- 
lar al de contracción—. En ausencia de Ca?* (el estado relajado), la TM 
bloquea las interacciones de la miosina con la F-actina y el músculo se 
relaja. La unión de iones Ca** a la TN-C desencadena el movimiento 
de la TM a un nuevo sitio sobre el filamento, con lo cual expone los 
sitios de unión de miosina sobre la actina (véase Fig. 17-35b). Así, a 
concentraciones de Ca? superiores a 1 uM, la inhibición ejercida por 


(b) 


Retículo 
sarcoplasmático 


a las miofibrillas. (b) Fotornicrografía electrónica de un corte fino de músculo 
esquelético que muestra la relación intima del retículo sarcoplasmático con las 
fibras musculares. (Parte [o] de x R Porter y C Eranziro Armátrong, ASCB Image 8 Video Library, 


agosto de 2006 FND-14 Disponible en: htop//cellirmages ascb or9/u?/p4041c0111,83) 
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FIGURA 17-35 Regulación del filamento delgado dependiente de 

Ca” en la contracción del músculo esquelético. (a) Modelo del complejo 
regulador tropomiosina-troponina sobre un filamento delgado. La troponina 
es un complejo proteico que se une a la molécula helicoidal ax larga de 

la tropomiosina. (b) Reconstrucciones tridimensionales de microscopia 
electrónica de la hélice de tropomiosina (amarillo) sobre un flamento delgado 
muscular. La tropomiosina en estado relajado (parte superior) se desplaza a Una 


el complejo TM-TN se alivia y ocurre la contracción. El ciclado de- 
pendiente de Ca” entre los estados de relajación y contracción en el 
músculo esquelético se resume en la Figura 17-35c. 


La actina y la miosina Il forman haces contráctiles 
en las células no musculares 


En el músculo esquelético, los filamentos delgados de actina y los fila- 
mentos gruesos de miosina ]I se ensamblan en estructuras contráctiles. 
Las células no musculares contienen varios tipos de haces contráctiles 
relacionados, compuestos por filamentos de actina y de miosina II si- 
milares a las fibras del músculo esquelético pero mucho menos organi- 
zadas. Más aún, carecen del sistema regulador de la troponina y están 


reguladas, en lugar de ello, por la fosforilación de la miosina, como 


analizaremos más adelante. 
En las células epiteliales, los haces contráctiles comúnmente se en- 


cuentran como un cinturón de adhesión, conocido también como cin- 


turón circunferencial, que rodea la superficie interna de la célula, al 
nivel de la unión adherente (véase Fig. 17-4a) y son importantes para 
mantener la integridad del epitelio (analizada en el Cap. 20). Las fibras 
de tensión, que pueden verse a lo largo de las superficies inferiores de 
las células cultivadas en superficies artificiales (vidrio o plástico) o en 
las matrices extracelulares, son un segundo tipo de haz contráctil (véa- 
se Fig. 17-4a, c) importantes en la adhesión celular, en especial en sus- 
tratos deformables. Los extremos de las fibras de tensión terminan en 
adhesiones focales que contienen integrina, estructuras especiales que 
adhieren una célula al sustrato subyacente (véanse Fig. 17-41 y Cap. 


20). Los cinturones circunferenciales y las fibras de tensión contienen 


varias proteínas que se encuentran en el aparato contráctil del músculo 
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nueva posición (flecha) en el estado que induce la contracción (parte inferior) 
cuando la concentración de Ca** se incrementa. Este movimiento expone 

los sitios de unión de la miosina (rojo) sobre la actina. (La troponina no se 
muestra en esta representación, pero permanece unida a la tropomiosina en 
ambos estados.) (c) Resumen de la regulación de la contracción del músculo 
esquelético por la unión de Ca*' a la troponina. (Parte [b] adaptada de W Lehman, E Craig 


y PVibert, 1993, Nature 123:313, cortesia de P Vibert.) 


liso y muestran ciertas características de organización que se asemejan 
a las de los sarcómeros musculares. Un tercer tipo de haz contráctil, 
conocido como anillo contráctil, es una estructura transitoria que se 
ensambla en el ecuador de una célula en división y rodea a la célula 
a mitad de camino entre los polos del huso mitótico (Fig. 17-36a). A 
medida que el anillo se contrae, arrastrando a la membrana plasmática 
con él, el citoplasma se divide y finalmente se separa en dos partes en 
un proceso conocido como citocinesis, que da lugar a dos células hi- 
jas. Las células en división, teñidas con anticuerpos contra la miosina 
I y la miosina 1, muestran que ésta se localiza en el anillo contráctil, 
mientras que la miosina 1 se encuentra en las regiones distales, donde 
vincula la corteza de actina con la membrana plasmática (Fig 17-36b). 
Las células con deleciones para cel ge > ifica la c q 
la miosina II son Ps ee que En ¡eaten pesada He 
! paces asar por la citocinesis, estableciéndose 
así un papel para la miosina Il en la división celular. En lugar de ello, es- 
tas células forman un sincitio multinucleado porque la citocinesis está 
inhibida, aunque no la división celular. 


Los mecanismos dependientes de la miosina 


regulan la contracción en las células de músculo liso 
y en las no musculares 


El músculo liso es un tejido especi 
tráctiles, presente en muchos Órg 
lo liso rodea a los vasos 


alizado, compuesto por células con- 
rganos internos. Por ejemplo, el múscu- 
intestino para que se Hna ea para regular la presión arterial, al 

so de la vía aé d alimento a través de éste y restringe el 
paso de la vía aérea en el pulmón. Las células de músculo liso contie- 
nen haces grandes, laxamente alineados, notes, quereenctó 
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FIGURA EXPERIMENTAL 17-36 Los anticuerpos fluorescentes revelan 
la localización de la miosina | y la miosina || durante la citocinesis. 


a) Diaarama de una célula que atraviesa citocinesis, que muestra el huso 

mitótico (microtúbulos en verde, cromosomas en azul) y el anillo contráctil con 

ñlamentos de actina (rojo). (b) Fotomicrografía de fluorescencia de una ameba 
tyostelum durante la citocinesis que revela que la miosina Il (anaranjado) se 


a los haces contráctiles de las células epiteliales. El aparato contráctil 
del músculo liso y su regulación constituyen un modelo valioso para la 
comprensión del modo en que la actividad de la miosina se encuentra 
regulada en una célula no muscular. Como acabamos de ver, la contrac- 
ción del músculo esquelético está regulada por el complejo tropomio- 
sina-troponina unido al cambio en los filamentos delgados de actina 
entre el estado de inducción de la contracción en presencia de Ca” y el 
estado relajado en ausencia de éste. Por el contrario, las contracciones 
del músculo liso están reguladas por el ciclado de la miosina 1! entre 
los estados encendido y apagado. El ciclado de la miosina Il, y así de 
la contracción de las células de músculo liso y las no musculares, se 
encuentra regulado en respuesta a muchas moléculas de señalización 
extracelulares. 

La contracción del músculo liso de los vertebrados está regulada 
principalmente por una vía en la cual la cadena ligera reguladora de 
la miosina (CL) asociada con el dominio del cuello de la miosina Il 
(véase Fig. 17-22b) sufre fosforilación y desfosforilación. Cuando la 
cadena ligera reguladora no está fosforilada, la miosina 11 del músculo 
liso adopta una conformación plegada y su ciclo de ATPasa está inac- 
tivo. Cuando la CL reguladora está fosforilada por acción de la enzima 
cinasa de la CL de miosina, cuya actividad está regulada por el nivel 
de Ca” libre en el citosol, la miosina II se despliega y se ensambla en 
fragmentos bipolares activos, volviéndose activa para inducir la con- 
tracción (Fig. 17-37). La regulación de la actividad de la cinasa de la 
e Ca? está mediada por la proteína que 
). El calcio se une primero a la 
formación en la proteína, y 


CL de miosina dependiente d 
une Ca** calmodulina (véase Fig. 3-31 
calmodulina, que induce un cambio de con 
el complejo Ca*'/calmodulina se une entonce 
miosina y la activa. Cuando el Ca?* vuelve a su nivel de reposo, la cinasa 
la fosfatasa de la cadena ligera de la 
mitir que el sistema vuelva a su es- 
pende de la difusión de Ca” 


s a la cinasa de la CL de 


de la CL de miosina se inactiva y 
miosina elimina los fosfatos para per 
tado relajado. Este modo de regulación de 4 
a distancias superiores a las presentes en los sarcómeros y de la acción 


de las proteínas cinasas, de modo que la contracción €s mucho más 


(b) 


Miosina | 


Miosina | Miosina ll 


¡ 


Pliegue 
de escisión 


ncentra en el amillo contráactil, tambien conocido Como surco de escisión, 
mientras que la miosina | (verde) se localiza en los polos de la célula. La celula 
fue teñida con anticuerpos especificos para miosina | y miosina ll y Cada 
preparado de anticuerpo unido con un col mante fluorescente dIstinto. (Cortesia 


] Pubs 


lenta en el músculo liso que en el esquelético. Dado que esta regulación 
implica a la miosina, se conoce como regulación del filamento grueso. 

El papel de la cinasa de la CL de miosina activada puede ser de- 
mostrado microinyectando un inhibidor de la cinasa a las células de 
músculo liso. Incluso aunque el inhibidor no bloquee el incremento en 
el nivel de Ca” citosólico que ocurre después de estimular la célula, las 
células inyectadas no pueden contraerse. 

A diferencia del músculo esquelético, estimulado para contraerse 
solamente por los impulsos nerviosos, las células del músculo liso y las 
no musculares se encuentran reguladas por muchos tipos de señales 
externas. Por ejemplo, la noradrenalina, la angiotensina, la endotelina, 
la histamina y otras moléculas de señalización pueden modular o in- 
ducir la contracción del músculo liso o provocar cambios en la forma 
y la adhesión de las células no musculares al desencadenar varias vías 
de transducción de la señal. Algunas de estas vías conducen a un incre- 
mento en el nivel de Ca? citosólico; como se describió previamente, 
este incremento puede estimular la actividad de miosina, activando a 
la cinasa de la CL de miosina (véase Fig. 17-37). Como analizaremos 
luego, otras vías activan la cinasa Rho, que también es capaz de activar 
la actividad de la miosina, fosforilando la cadena ligera reguladora, si 
bien de modo independiente del Ca””. 


Las vesículas unidas a la miosina V son 
transportadas a lo largo de los filamentos de actina 


Al contrario de las funciones contráctiles de los filamentos de mio- 
sina 11, la familia de proteínas miosina V son los motores de miosina 
más procesivos conocidos y transportan carga a lo largo de los fila- 
mentos de actina. En el siguiente capítulo, analizaremos el modo en 
que pueden operar en conjunto con los motores de los microtúbulos 
para llevar a cabo el transporte de orgánulos. Aunque no se conoce 
demasiado acerca de sus funciones en las células de los mamiferos, 
los motores de miosina V no son poco importantes: defectos en una 
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FIGURA 17-37 Mecanismo de fosforilación de la miosina para la 
regulación de la contracción del músculo liso. En el musculo liso de los 
vertebrados, la fosforilación de la cadena ligera (CL) reguladora de la miosina 
activa la contracción. A concentraciones de Ca”? < 10% M, la cadena ligera 
reguladora no se fosforila y la miosina adopta una conformación plegada 
Cuando el nivel de Ca” aumenta, une Calmodulina (CaM), que sufre un cambio 
de conformación (CaM*). El complejo CaM*-Ca-*se une a la cinasa de la cadena 
ligera de miosina y la activa (MLC cinasa), y luego fosforila la CL de miosina 
Este evento de fosforilación despliega la miosina que ahora es activa y puede 
ensamblarse en filamentos bipolares para participar de la « ontracción Cuando 
los niveles de Ca”* caen, la CL de miosina es desfosforilada por la fosfatasa de 
la Cadena ligera de miosina (MLC), que no depende del Ca** para su actividad, 
provocando la relajación muscular. 


proteína miosina V específica pueden provocar enfermedades graves, 
como las convulsiones (véase Fig. 17-24). 

Se sabe mucho más acerca de los motores de miosina V en sis- 
temas más accesibles experimentalmente y más sencillos como la 
gemación de la levadura. Este organismo bien estudiado crece por 
gemación, lo cual requiere que su maquinaria de secreción dirija el 
material recién sintetizado al brote en crecimiento (Fig. 17-38a). La 
miosina V transporta vesículas de secreción a lo largo de los filamen- 
tos de actina, a una velocidad de 3 m/s dentro del brote. Sin embar- 
go, esta no es la única función de las proteínas miosina V en las le- 
vaduras. En una etapa posterior del ciclo celular, todos los orgánulos 
deben estar distribuidos entre las células madre e hija. Notablemente, 
las miosinas V de las levaduras proporcionan el sistema de transporte 
para la segregación de muchos orgánulos, incluidos los peroxisomas, 
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) ANIMACIÓN GENERAL: Movimiento de múltiples cargas por la miosina V en las levaduras 


FIGURA 17-38 Movimiento de la carga por la miosina V en la levadura 
en gemación. (a) La levadura Saccharomyces cerevisiae (empleada para 

hacer pan, cerveza y vino) crece por gemación. Las vesículas secretoras 

son transportadas al interior del brote, que se hincha para alcanzar 
aproximadamente el tamaño de la célula madre. Luego, las células atraviesan 
la citocinesis para formar dos células hijas, y cada una vuelve a dividirse. (b) 
Diagrama de un brote de tamaño mediano que muestra de qué manera la 
miosina V transporta las vesículas de secreción (VS) a lo largo de los cables 

de actina, nucleados por las forminas (púrpura) localizadas en el extremo del 
brote y el cuello de éste. Las miosinas V también se emplean para segregar 
orgánulos, como la vacuola (el equivalente en las levaduras de un lisosoma), los 
peroxisomas, el retículo endoplasmático (RE), la red trans-Golgi (RTG) e incluso 
mRNA seleccionados al brote. La miosina V también se une al extremo de los 
microtúbulos citoplasmáticos (verde) para orientar al núcleo en la preparación 
para la mitosis. (Adaptado de Pruyne y cols. 2004, Ann. Rev. Cell Biol. 20:559) 
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los lisosomas (también conocidos como vacuolas), el retículo endo- 


plasmático, la red trans-Golgi e incluso el transporte de los extremos 
de los microtúbulos y algunos RNA mensajeros al interior del brote 
(Fig. 17-38b). Mientras que la gemación de las levaduras emplea mio- 
sina V y filamentos de actina polarizados en el transporte de muchos 
orgánulos, las células animales, que son mucho mayores, emplean 
microtúbulos y sus motores para transportar muchos de estos orgá- 
nulos a lo largo de distancias relativamente largas. Analizamos estos 
mecanismos de transporte en el siguiente capítulo. 

Quizás el uso más destacable de la miosina V es el que se ve en las 


algas verdes gigantes, como Nitella y Chara. En estas células grandes, 
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FIGUARA 17-39 Corriente citoplasmática en un alga gigante cilíndrica. 
(a) Células de Nitella, un alga de agua dulce que se encuentra comúnmente en 
los estanques en el verano. El movimiento citoplasmático, que se describe más 
abajo, es Sorprendente y puede observarse fácilmente con Un microscopio 
simple, ide modo que busque alguna Nitella (o un alga relacionada) y observe 
este fenómeno maravilloso! (b) El centro de la célula de Nitella está lleno con 
Una vacuola única, grande, llena de agua, rodeada por una capa de citoplasma 
en movimiento (flechas azules). Una capa de citoplasma cortical que no se 
Mueve, llena de cloroplastos, se encuentra justo por debajo de la membrana 


que pueden tener hasta 2 cm de longitud, el citosol fluye con rapidez, 


a una velocidad que se aproxi | 
la circunferencia interna de la célula (Fig. 17-39). Esta 
canismo principal para la distribución 


ma a los 4,5 mm/min, en un bucle sin 


fin alrededor de 
corriente citoplasmática es un me 
de los metabolitos celulares, especialmente 
de los vegetales y las amebas. 
Una inspección cercana de | 
ye, como el retículo endoplasmático (RE) 
membrana, muestra que la velocidad de la corriente se 
centro de la célula (velocidad cero) a la periferia celular. Este gradiente en la 
velocidad del flujo se explica con mayor facilidad si el motor que genera el 
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plasmática (agrandada en la figura inferior). En el lado interno de esta Capa, 
hay haces de filamentos de actina estacionarios (rojo), todos orientados con 

la misma polaridad. Una proteína motora (azul), una miosina vegetal V, lleva 
partes del retículo endoplasmático (RE) a lo largo de los filamentos de actina. El 
movimiento de la red del RE impulsa a todo el citoplasma viscoso, incluidos los 
orgánulos que se encuentran en la trama de la red del RE. (c) Fotomicrografía 
electrónica del citoplasma cortical que muestra una gran vesícula conectada 
con un haz subyacente de filamentos de actina. (Parte [a] de lames C. French; parte [c] 
de B. Kachar) 
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flujo se encuentra en la membrana. En fotomicrografías electrónicas pue- 
den verse haces de filamentos de actina alineados a lo largo de la longitud 
de la célula, presentes por encima de cloroplastos estacionarios, localizados 
adyacentes a la membrana. La mayor parte del citosol es impulsada por la 
miosina V (conocida también como miosina XI en los vegetales) unida a 
partes del RE adyacentes a los filamentos de actina. La velocidad de flujo 
del citosol en Nitella es aproximadamente 15 veces mayor que el movi- 
miento producido por cualquier otra miosina conocida. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 17.6 


Movimientos impulsados por la miosina 


* En el músculo esquelético las miofibrillas contráctiles están compuestas 
por miles de unidades repetitivas llamadas sarcómeros. Cada sarcómero 
consiste en dos tipos de filamentos que se interdigitan: los filamentos 
gruesos de miosina y los filamentos delgados de actina (véase Fig. 17-31). 


* La contracción del músculo esquelético involucra el deslizamiento, 
dependiente de ATP, de los filamentos gruesos de miosina a lo largo 
de los filamentos delgados de actina, para acortar el sarcómero y así la 


miofibrilla (véase Fig 17-32). 


* Los extremos de los filamentos delgados de actina del músculo esque- 
lético son estabilizados por la CapZ en el extremo (+) y por la tropo- 
modulina en el extremo (-). Dos proteínas grandes, la nebulina aso- 
ciada con los filamentos delgados y la titina asociada con los gruesos, 
contribuyen adicionalmente a la organización del músculo esquelético. 


+ La contracción del músculo esquelético está sujeta a la regulación de 
los filamentos delgados. A bajos niveles de Ca”* libre, el músculo está 
relajado y la tropomiosina bloquea la interacción de la miosina con la 
F-actina. A niveles de Ca?* elevados, el complejo de la troponina aso- 
ciada con la tropomiosina, se une al catión y mueve la tropomiosina 
de modo que quedan al descubierto los sitios de unión a la miosina 
presentes en la actina, lo que permite la contracción (véase Fig. 17-35). 


+ Las células de músculo liso y las no musculares tienen haces contrác- 
tiles de filamentos de actina y miosina con una organización similar a 


la del músculo esquelético, pero menos ordenada. 


«Los haces contráctiles están sujetos a la regulación de los filamentos grue- 
sos. Una cadena ligera de la miosina se fosforila por acción de la cinasa de 
la que activa a la miosina y, de este modo, in- 


la cadena ligera de miosina, 
nión de Ca*'-calmodulina 


duce la contracción. Esta cinasa se activa por la u 
cuando se eleva la concentración de Ca?* libre (véase Fig. 17-37). 


+ La miosina V transporta carga desplazándose de modo procesivo so- 


bre los filamentos de actina. 


17.7 Migración celular: mecanismo, señalización 


y quimiotaxis 
analizado los diferentes mecanismos empleados por las cé- 
crear movimiento —desde el ensamblaje de los filamentos de 
actina y la formación de haces y redes de filamentos de actina hasta 


ción de los haces de actina y miosina y el transporte de or- 
filamentos de 


Ya hemos 
lulas para 


la contrac 
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tejido normal da como resultado las metástasis. 
La migración celular se inicia con la formación de una protuberancia 


grande, amplia, de la membrana, en el borde condición de una célula. La 
videomicroscopia revela que una característica principal de este movi- 
miento es la polimerización de la actina en la membrana. Los filamentos 
de actina en el borde conductor se entrecruzan rápidamente en haces y 
redes en una región que sobresale, llamada lamelipodio, en las células de 
los vertebrados. En algunos casos, proyecciones delgadas con forma de 
dedos, llamadas filopodios, también se extienden desde el borde conduc- 
tor. Estas estructuras forman contactos estables con la superficie subya- 
cente (como la matriz extracelular) a través de la cual se mueve la célula. 
En esta sección, miramos con mayor detenimiento el modo en que las 
células coordinan varios procesos basados en microfilamentos con la en- 
docitosis para moverse a través de una superficie. También consideramos 
el papel de las vías de señalización en la coordinación e integración de las 
acciones del citoesqueleto, foco principal de la investigación actual. 


La migración celular coordina la generación 
de fuerzas con la adhesión celular y el reciclado de 


la membrana 


Un fibroblasto (célula de tejido conectivo) en movimiento muestra una 
secuencia característica de eventos: extensión inicial de una protube- 
rancia de la membrana, adhesión al sustrato, flujo hacia adelante del 
citosol y retracción de la parte posterior de la célula (Fig. 17-40). Estos 
eventos ocurren con un patrón ordenado en una célula que se mueve 
con lentitud, como un fibroblasto, pero en las células que se mueven 
con rapidez como los macrófagos, todos ellos ocurren simultáneamen- 
te de modo coordinado. Consideraremos primero el papel del citoes- 
queleto de actina y luego la participación del ciclo endocítico. 


Extensión de la membrana La red de filamentos de actina en el borde 
conductor es un tipo de máquina celular que empuja la membrana hacia 
adelante, de un modo muy semejante a la propulsión de Listeria por la 
polmetzación de la actina (Fig. 17-41d; para Listeria, véase Fig. 17-170). 
Así, en la membrana del borde conductor, la actina está nutlenda por el 
complejo Arp2/3 activado y los filamentos se alargan por el ensamblaje 
on A a (+) adyacentes ala membrana rie A medida que 
ss Jer A e E al sustrato, la membrana del frente €5 
lar a lo que ocurre con Ed -= io se alargan. Esto es muy simi- 
polimerización, que t O mas cabalga” sobre la cola de actina e 

» que también está fija dentro del citoplasma. El recambio 


(a) VIDEO: Mecanismo de migración de queratinocitos de pez 
VIDEO: Filamentos de actina en el lamelipodio de un queratinocito de pez 


FIGURA 17-40 Pasos del movimiento celular. Fl movimiento se inicia 

con la extensión de uno o más lamelipodios desde el borde conductor de 

la célula El algunos lamelipodios se adhieren al sustrato por adhesiones 
focales El Entonces, la mayor parte del citoplasma en el cuerpo celular fluye 
hacia adelante debido a la contracción en la parte posterior de la célula El El 
borde de atrás de la célula permanece pegado al sustrato hasta que la cola 
finalmente se desprende y se retrae al interior del « uerpo celular. Durante este 
ciclo basado en el citoesqueleto, el ciclo endocítico internaliza a la membrana 
y las integrinas en la parte posterior de la célula y las transporta hacia el frente 
(flechas) para volver a usarlas al hacer nuevas adhesiones Bl. 


de actina, y así el recambio rotatorio, está mediado, como en las colas de 
cometa de Listeria, por la acción de la profilina y la cofilina (Fig. 17-41d). 


Adhesiones célula-sustrato Cuando la membrana se ha extendido y 
el citoesqueleto se ha ensamblado, la membrana plasmática se adhiere 
firmemente al sustrato. La videomicroscopia in vivo demuestra que los 
haces de actina en el borde conductor se anclan a estructuras conocidas 
como adhesiones focales (Fig. 17-41c). La unión cumple dos propósitos: 
evita que las lamelas conductoras se retraigan y une la célula al sustrato, 
permitiéndole avanzar. Dada la importancia de las adhesiones focales 
y de su regulación durante la locomoción celular, no resulta sorpren- 
dente que se hayan descubierto que éstas son muy ricas en moléculas 
implicadas en las vías de transducción de las señales. Las adhesiones 
focales se analizan con más detalle en el Capítulo 20, donde debatimos 
acerca de las interacciones célula-matriz. 

Las moléculas de adhesión de la célula que median la mayoría de 
las interacciones célula-matriz son proteínas de la membrana llama- 
das integrinas. Estas proteínas tienen un dominio externo que se une 
a componentes específicos de la matriz extracelular, como la fibronec- 
tina y el colágeno, y un dominio citoplasmático que los vincula con el 
citoesqueleto de actina (véanse Fig. 17-41c y Cap. 20). La célula forma 
adhesiones en el frente, y a medida que la célula migra avanzando, las 
adhesiones finalmente asumen posiciones hacia la zona posterior. 


Translocación del cuerpo celular Después de que las adhesiones de la 
zona frontal se han hecho, el contenido mayoritario del cuerpo celular 
se transloca hacia adelante (véase Fig. 17-40, paso EJ). Se cree que el 
núcleo y otros orgánulos insertos en el citoesqueleto se mueven avan- 
zando por una contracción cortical dependiente de la miosina II en la 
parte posterior de la célula, al igual que cuando se exprime la mitad in- 
ferior de un tubo de pasta dental. Compatible con este modelo, la mio- 
sina 11 se encuentra localizada en la parte posterior de la corteza celular. 


Ruptura de las adhesiones de las células Finalmente, en el último paso 
del movimiento (desprendimiento), las adhesiones focales de la parte pos- 
terior de la célula se rompen, las integrinas se reciclan y la cola liberada 
se une con la parte delantera. Al microscopio óptico se ve que la célula se 
afloja de sus conexiones quizás, por la contracción de las fibras de tensión 
en la cola o por tensión elástica— y, en ocasiones, deja una pequeña porción 
de su membrana detrás, aun firmemente unida al sustrato. 

La capacidad de una célula de moverse corresponde a un equilibrio 
entre las fuerzas mecánicas generadas por el citoesqueleto y las fuerzas 
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resistivas generadas por las adhesiones de las células. Las células no se 
pueden mover si están demasiado fuertemente unidas o no unidas a una 
superficie. Esta relación puede demostrarse al medir la velocidad de mo- 
vimiento en las células que expresan niveles variables de integrinas. Estas 
mediciones muestran que la migración más rápida ocurre a un nivel in- 
termedio de adhesión, y que la velocidad de movimiento cae a niveles de 
adhesión elevados y bajos. La locomoción celular resulta así de fuerzas de 
tracción ejercidas por la célula sobre el sustrato subyacente. 


Reciclado de las membranas y de las integrinas por endocitosis 
Los cambios dinámicos en el citoesqueleto de actina solos no son su- 
ficientes para impulsar la migración celular; también es dependiente 
del reciclado endocítico de las membranas. La membrana necesaria 
durante la extensión del lamelipodio es proporcionada por endoso- 
mas internos después de su exocitosis. Las moléculas de adhesión en 
las adhesiones focales en la parte posterior de la célula se internalizan a 
partir del desensamblaje de contactos focales y son transportadas por 
un ciclo endocítico hacia el frente para hacer nuevas adhesiones al sus- 
trato (Fig. 17-40, paso E). Este ciclo de moléculas de adhesión en una 
célula que está migrando se asemeja al modo en que un tanque emplea 
sus bandas de rodadura para avanzar. Este movimiento de membrana 
internamente a través de la célula genera también un flujo de membra- 
na hacia atrás, a través de la superficie celular. De hecho, este tipo de 
flujo puede contribuir a la locomoción celular, como se ha encontrado 


recientemente que los glóbulos blancos pueden moverse en un líquido 
(Enadar”) en ausencia de adhesión al sustrato. 
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4) VIDEO: Dinámica de la actina en un fibroblasto en migración 
VIDEO: Movimiento de los microtúbulos y de la actina en células en migración 
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FIGURA 17-41 Estructuras basadas en actina implicadas en la 
locomoción celular. (a) Localización de la actina en un Abroblasto que 
expresa actina-PFV. (b) Diagrama de las clases de microfilamentos implicados 
en la migración celular. La red de filamentos de actina del borde conductor 
hace avanzar la célula. Las fibras contráctiles de la corteza celular aprietan 

el cuerpo celular hacia adelante, y las fibras de tensión que terminan en 
adhesiones focales también arrastran la mayor parte del cuerpo celular 
cuando las adhesiones de la parte posterior se liberan. (c) La estructura de las 
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adhesiones focales implica la unión de los extremos de las fibras de tensión a 
través de integrinas a la matriz extracelular subyacente. Las adhesiones focales 
contienen también muchas moléculas de señalización importantes para la 
locomoción celular. (d) La red dinámica de actina del borde conductor está 
nucleada por el complejo Arp2/3 y emplea el mismo conjunto de Actes ue 
controlan el ensamblaje y desensamblaje de los lamentos de actina en la pe 
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Las pequeñas proteínas Cdc42, Rac y Rho que unen 
GTP controlan la organización de la actina 


Una característica sorprendente de una célula en movimiento es su po- 
laridad: una célula tiene un frente y una parte posterior. Cuando una 
célula gira, un nuevo borde conductor se forma en la nueva dirección. Si 
estas extensiones se formaran en todas las direcciones al mismo tiempo, 
la célula sería incapaz de elegir una nueva dirección de movimiento. Para 
sostener el movimiento en una dirección particular, una célula requiere 
señales para coordinar los eventos que ocurren en la parte delantera de la 
célula y en la parte trasera y, de hecho, señales que le permitan a la célula 


810 CAPÍTULO 17 - Organización y movimiento celular |: microfilamentos 


saber dónde está pe 
está cl frente. La comprensión del modo en que ocurre esta 


coordinación surgió de esta; 
nación surgió de estudios hechos con factores de crecimiento 


Los factores de crecimi 
miento, tales com ad 
. 7 . E Lu Ñ 10) 
epidérmico (EGEF) y el factor de crecimi el factor de crecimiento 


(PDGP), se unen a rece Í 
; ptores específi ¡ , 
ni ed Pm cos de la superficie celular (Cap. 


l MOVers id : 
plo, en una herida, las plaquetas d e y luego dividirse. Por ejem- 


, e la s : 
al colágeno de la matriz e angre se activan al ser expuestas 


Xtracelular . 
ayuda a la sangre a coagularse. 1 en el borde de la herida, lo cual 


tan PDGF para atraer fibroblast 
ingresen a la herida y la reparen. E 


SI st cultivan celulas en Una caja Para cultivo Ñé después de man 


vuro. 


rias en carencia de factores de crecimiento, se añade algo de fictor 


(ent 
de crecimiento Jresco, en el lapso de un minuto o dos las células res- 
ponden iormando ondulaciones en su membrana. Estas ondulaciones 


con muy semejantes a los lamelipodios de las células en migración: son 
el resultado de la activación de la maquinaria que controla la exocitosis 
de los endosomas acoplada con el ensamblaje de la actina. 

Los científicos sabían que los factores de crecimiento se unían a re- 
ceptores Muy específicos de la superficie celular y que inducían una vía 
de transducción de las señales en la superficie interna de la membrana 
plasmática (Cap. 15), pero era un misterio el modo en que esto se vin- 
culaba con la maquinaria de la actina. La investigación reveló entonces 
que la vía de la transducción de la señal activa a la Rac, un miembro de 
las proteínas de la superfamilia de la GT Pasa, pequeñas, relacionadas con 
Ras (Cap. 15). La Rac es un miembro de una familia de proteínas que 
regulan la organización de los microfilamentos; otras dos, son la Cdc42 y 
la Rho. Lamentablemente, debido a la historia de su descubrimiento, esta 
familia de proteínas también ha sido llamada colectivamente “proteínas 
Rho”, de las cuales la Cdc42, la Rac y la Rho son miembros. Para com- 
prender el modo en que funcionan estas proteínas, primero debemos 
recordar la función de las pequeñas proteínas que unen GTP. 

Al igual que todas las GTPasas pequeñas de la superfamilia de la 
Ras, la Cdc42, Rac y Rho actúan como interruptores moleculares, inac- 
tivos en el estado unido a GDP y activos en el estado unido a GTP (Fig. 
17-42). En el estado unido a GDP, existen libres en el citoplasma, en 
una forma inactiva, unida a una proteína conocida como inhibidor de 
la disociación de la guanina dinucleótido (GDI). Los factores de creci- 
miento pueden unirse y activar sus receptores para activar proteínas re- 
guladoras específicas unidas a la membrana, factores de intercambio de 


guanina nucleótido (GEF), que activan las proteínas Rho de la mem- 
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FIGURA 17-42 Regulación de la familia Rho de pequeñas GTPasas. La 
familia Rho de pequeñas GTPasas son interruptores moleculares regulados por 
proteínas accesorias. Las proteínas Rho existen en la forma unida Rho-GDP, 
formando complejo con una proteína conocida como GDI (inhibidor de la 
disociación guanina nucleótido), que las retiene en un estado inactivo en el 
citosol. Las vías de señalización unidas a la membrana que llevan las proteínas 
Rho hasta ellas y mediante la acción de Una GEF (factor de intercambio de 
guanina nucleótido), intercambian el GTP por GDF, activándolas La Rho-GTP 
activada unida a la membrana puede entonces unir las proteinas efectoras que 
provocan cambios en el citoesqueleto de actina. La proteína Rho permanece 
en el estado activo Rho-GTP hasta QUe esté bajo la acción de una GAP 
(proteína activadora de la GTPasa), que la retorna al citoplasma. (Adaptado de ' 


Etiernme-Manneville y A Hall, 2002, Nature 420:029) 
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de modo tal que ahora puede valorarse qué procesos están bloque 

Tanto la Cdc42 como la Rac y la Rho fueron implicadas en la re- 
gulación de las organizaciones de microfilamentos porque la introduc- 
ción de proteínas mutante activas- dominantes tuvo efectos notables en 


el citoesqueleto de actina, aun en ausencia de factores de crecimiento. 
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FIGURA EXPERIMENTAL 17-43 Las Rac, Rho y Cdc42 activas dominantes 
inducen diferentes estructuras que contienen actina. Para mirar los 
efectos de la Rac, la Rho y la Cdc42 activas constitutivamente, fibroblastos que 
carecían de factores de crecimiento fueron microinyectados con plásmidos 
para que expresaran las versiones activas dominantes de las tres proteínas. 

Las células luego fueron tratadas con faloidina fluorescente, que tiñe la actina 
flamentosa. La Rac activa- dominante induce la formación de ondulaciones 
en la membrana periférica, mientras que la Rho activa- dominante induce 
abundantes fibras de tensión contráctiles y la Cdc42 activa-dominante induce 
Alopodios. (De A Hall, 1998, Science 279:500 
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FIGURA 17-44 Resumen de los cambios inducidos 
por señales en el citoesqueleto de actina. | as 
señales específicas, como los factores de crecimiento 

y el ácido Iisofosfatídico (LPA), son detectados por 
receptores de la superficie celular. La detección lleva a 
la activación de las pequeñas proteinas que unen GTP 
que luego interactúan con efectores para llevar a cabo 
cambios del citoesqueleto según se ha indicado 
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Se descubrió que la Cdc42 activa-dominante resultaba en la aparición 
de filopodios, la Rac activa-dominante resultaba en la aparición de on- 
dulaciones de la membrana y la Rho activa-dominante resultaba en la 
aparición de fibras de tensión que luego se contraían (Fig. 17-43). ¿De 
qué manera puede decirse si una Rac activa- dominante y una estimula- 
ción por factor de crecimiento, ambos estimulantes de la formación de 
ondulaciones en la membrana, operan en la misma vía de transducción 
de las señales? Si la estimulación por factor de crecimiento conduce a 
la inactivación de la Rac, la introducción de una proteína Rac negativa- 
dominante a la célula bloquearía la capacidad de un factor de creci- 
miento de inducir las ondulaciones de la membrana. Esto es precisa- 
mente lo que se encuentra. Empleando ésta y muchas otras estrategias 
bioquímicas, los científicos han identificado vías de señalización que 
involucran a la Cdc42, la Rac y la Rho (Fig. 17-44). 

Algunas de las vías que regulan estas proteínas contienen proteínas 
con las cuales estamos familiarizados. La activación de la Cdc42 esti- 
mula el ensamblaje de la actina por Arp2/3 mediante la activación de 
la WASp, una proteína factor promotor de la nucleación (NPF) (véase 
Fig. 17-16), que da como resultado la formación de filopodios. La ac- 
tivación de la Rac también induce el Arp2/3, mediada por el complejo 
WAVE, que lleva al ensamblaje de filamentos de actina ramificados en 
el borde conductor. La activación de la Rho tiene al menos dos efectos. 
En primer término, puede activar una formina para el ensamblaje de 
un filamento de actina no ramificado. En segundo término, mediante 
la activación de la cinasa Rho, puede fosforilar la cadena ligera de la 
miosina para activar a la miosina 11 no muscular y también inhibir la 
desfosforilación de la cadena ligera al fosforilar la fosfatasa de la cadena 
ligera de miosina para inhibir su actividad. Ambas acciones de la cinasa 
Rho conducen a un nivel más elevado de fosforilación de la cadena 
ligera de la miosina y, por lo tanto, una actividad más alta de la miosina 
y la contracción. Las tres proteínas Rho, Cdc42, Rac y Rho, también 
están vinculadas por vías de activación e inhibición, como se muestra 


en la Figura 17-44. 
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La migración celular implica la regulación 
coordinada de Cdc42, Rac y Rho 


¿De qué manera cada una de estas pequeñas proteínas que unen GTP 
contribuye a la regulación de la migración celular? Para responder esta 
pregunta, los investigadores desarrollaron un ensayo in vitro de cura- 
ción de heridas (Fig. 17-45a). Las células en cultivo se hacen crecer en 
una placa de Petri, con factores de crecimiento, permitiéndole crecer 
hasta que se encuentren confluentes y formen una monocapa estrecha, 
momento en el cual cesan la división. La monocapa celular luego es 
raspada con una aguja para remover una franja de células con el fin 
de generar una “herida” que contenga un borde libre de células. Las 
células de ese borde detectan la falta de sus vecinas y, en respuesta a los 
componentes de la matriz extracelular expuestos ahora sobre la placa 
de Petri, se mueven para llenar el área de la herida vacía (Fig. 17-45b). 
Para hacer esto, se orientan hacia el área libre, primero extendiendo un 
lamelipodio y luego moviéndose en esa dirección. De este modo puede 
estudiarse la inducción de la migración celular dirigida in vitro. 
Empleando este sistema, los investigadores han introducido Rac 
negativa-dominante en las células en un borde de herida para ver de 
qué manera esto afecta la capacidad de las células de migrar y llenar 
esa herida. Dado que se necesita Rac para la activación del complejo 
ea 
herida no se cierre (Fig. 17-450) bbs 4 psa y peesicanodód! 
Renveniade hsddas: o n resultado muy interesante se Ob- 
: a- dominante se introduce en las células 
en el borde de la herida: éstas pueden formar u 
ais ii ar un borde conductor pero 
no se orientan en la dirección correcta —de hecho, int igrar en 
direcciones al azar. Esto sugi > 3 ] era 
giere que la Cdc42 es crítica para regular la 


polaridad global de la célula. Estudios hechos en levaduras (en las que 


se describió la Cdc42 inici 
e 2 Inicialmente), monocapas celulares con heridas, 


células epiteli e 
ra diia e y re mostraron que la Cdc42 es una regulado- 
€ datlsti: a . 

a polaridad en muchos sistemas distintos. Parte de esta 


(a) 


Movimiento hacia la herida 


FIGURA EXPERIMENTAL 17-45 El ensayo de monocapas 
celulares dañadas puede ser empleado para separar las 
de señalización en el movimiento celular dirigido. (4) 
de células se raspa para remover una franja 
de aproximadamente tres células de ancho, con el fin de generar 
un borde libre de células. Las células detectan el espacio libre y 
2 extracelular expuesta y, €n el período de horas, 
llenan esta área. (D) Localización de la actina en una monocapa 
a 5 minutos y 3 horas después del raspado, las células 
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regulación en animales implica la unión de la Cdc42 a su efectora, la 
Paró, una proteína de polaridad que funciona en los nematodos (donde 
se la descubrió), las neuronas y las células epiteliales. Exploramos estas 
vías de polaridad con mayor detalle en el Capítulo 21. 

Los estudios tales como éstos sugieren un modelo general del 
modo en que está controlada la migración celular (Fig. 17-46). Las se- 
ñales de este ambiente se transmiten a la Cdc42, que orienta la célula. 
La célula orientada tiene una elevada actividad Rac en el frente, para 
inducir la formación del borde conductor; la actividad Rho es alta en 
la parte posterior, para ensamblar las estructuras contráctiles y activar 
la maquinaria contráctil dependiente de la miosina 11. Es importante 
notar que las diferentes regiones de la célula pueden tener niveles dife- 
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FIGURA 17-46 Contribución de la Cdc42, la Rac y la Rho al movimiento 
celular, La polaridad general de una célula en migración es controlada por 
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rentes de Cdc42, Rac o Rho activas, de modo que estos reguladores es- 
tán controlados localmente dentro de la célula. Parte de esta regulación 
espacial ocurre porque algunas proteínas G pequeñas pueden operar de 
modo antagonista. Por ejemplo, la Rho activa puede estimular vías que 
conducen a la inactivación de la Rac. Esto podría ayudar a asegurarse 
de que no hay estructuras del borde conductor que se formen en la 


parte posterior de la célula. 


Las células en migración son dirigidas 
por moléculas quimiotácticas 


En ciertas condiciones, las señales químicas extracelulares guían la 
locomoción de una célula en una dirección en particular. En algu- 
nos casos, el movimiento está guiado por moléculas insolubles en el 
sustrato subyacente, como en el ensayo de curación de heridas recién 
descrito. En otros casos, la célula detecta moléculas solubles y las si- 
gue, a lo largo de un gradiente de concentración, hasta su fuente —un 
proceso conocido como quimiotaxis-. Por ejemplo, los leucocitos 
(glóbulos blancos sanguíneos) son guiados hacia una infección por 
un tripéptido secretado por muchas bacterias (Fig. 17-47a). En otro 
ejemplo, durante el desarrollo del músculo esquelético, una proteína 
de señal secretada llamada factor de dispersión guía la migración de 
los mioblastos a las localizaciones apropiadas en los esbozos de los 
miembros. Uno de los ejemplos mejor estudiados de quimiotaxis es la 
migración de las amebas Dictyostelium durante su respuesta a la falta 
de nutrientes. Cuando estas amebas del suelo se estresan, comien- 
zan a secretar CAMP, que es un agente quimiotáctico extracelular de 
este organismo. Otras células de Dictyostelium elevan el gradiente de 
concentración del cAMP hacia su fuente (véase Fig. 17-47a). Así, las 
amebas se mueven una hacia la otra, agregándose como una babosa 
migratoria y luego se diferencian en un cuerpo fructificante en el cual 
se forman esporas resistentes a la falta de nutrientes. 

A pesar de la variedad de moléculas quimiotáticas distintas 
azúcares, péptidos, metabolitos celulares, lípidos de la pared o de la 
membrana celular—, todas operan por medio de un mecanismo co- 
mún y familiar: la unión a los receptores de la superficie celular, la 
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Quimiotaxis de una célula individual de Dictyostelium al CAMP 


(a) (b) 
a a NE Receptores  ( ) 
Proteína G =D 
E ) 
PTEN (_) 
PI3,4,51P4 E Y 
E Actina CNY 
Dictyostlum —— humanoaoss Mesina E) rostaase Cinesa 
hacia al ap a _——— (PTEN) (PI-3K) 
e Gradiente quimiotáctico 


FIGURA EXPERIMENTAL 17-47 La quimiotaxis implica niveles elevados 
de fosfoinosítidos de señalización, que señalan al citoesqueleto de 
actina. (a) Las células de Dictyostelium migran hacia una pipeta de cAMP 
izquierda) y los neutrófilos humanos (un tipo de leucocitos) migran hacia una 
pipeta con fMLP (Met-Leu-Phe formilado), un péptido quimiotáctico producido 
por las bacterias (derecha). En los dos paneles inferiores hay Dictyostelium 
individuales en quimiotaxis y células neutrofílicas que se ven muy semejantes 

a pesar de los 800 millones de años de evolución que las separan. (b) 

Resumen de los resultados de los estudios que exploran la localización de los 


activación de vías de señalización intracelulares y el remodelamiento 
del citoesqueleto mediante la activación o la inhibición de varias pro- 
teínas que se unen a la actina. Lo que resulta bastante sorprendente 
es que solo un 2% de diferencia en la concentración de las moléculas 
quimiotácticas entre el frente y la parte posterior de la célula sea su- 
ficiente como para inducir la migración celular dirigida. Resulta de 
igual modo sorprendente el hallazgo de que las vías de transducción 
de las señales internas empleadas en la quimiotaxis se hayan conser- 
vado entre las amebas Dictyostelium y los leucocitos humanos a pesar 
de casi mil millones de años de evolución. 


Los gradientes quimiotácticos inducen niveles de 
fosfoinosítido alterados entre la parte anterior y 
posterior de una célula 


Para investigar la forma en que las amebas Dictyostelium detectan un 
gradiente quimiotáctico, los investigadores han estudiado receptores 
de la superficie celular para el CAMP extracelular y vías de señaliza- 
ción corriente abajo en la expectativa de que éstas, de algún modo, 
detecten el gradiente de concentración. Antes de analizar los detalles, 
consideremos el modo en que un sistema de este tipo podría operar. 
Si una célula pudiera detectar una diferencia del 2% en la concentra- 
ción en su longitud, resulta poco probable que la simple activación 
del ensamblaje de actina en 2% más en el frente que en la parte pos- 
terior condujese a un movimiento dirigido. En lugar de ello, debería 
haber algún mecanismo que amplificara esta pequeña diferencia de 
señal externa a una diferencia bioquímica interna grande. Una mane- 
ra de hacer esto sería para que la célula restara la señal promedio del 
frente y la parte posterior y solo respondiera a la diferencia de la señal. 
Se cree que éste es el modo en que opera el sistema. Para tratar ze 
comprender este mecanismo, los investigadores han puesto atención 
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componentes de las vías de señalización (verde) en las células de Dictyosteliurr 
que tienen quimiotaxis hacia el CAMP. También se muestra la localización de 
la actina y de la miosina (rojo). (c) La enzima Pl-3 cinasa, que genera Pl(3,4,5)p 
esta enriquecida en el frente de las células atraídas por quimiotaxis, mientras 
que la PTEN, la fosfatasa que hidroliza a la Pl(3,4,5)P , está enriquecida en la 
parte posterior Estas distribuciones dan como resultado Pl(3,4,5)P. elevado en 
el frente de las células, lo cual señala la polaridad del movimiento. (Parte (a) yo 
Parent, 2004, Curr Opin Cell Biol. 16:4, parte [c] de M hijima y cols. 2002, Dev Cell 3:460 


en la concentración de los componentes activos de la vía de señaliza- 
ción para ver dónde ocurre la amplificación. 

Las fotomicrografías de los receptores de CAMP marcados con 
proteína fluorescente verde (PFV) muestran que los receptores es- 
tán distribuidos de modo uniforme sobre la superficie de una ameba 
(Fig. 17-47b); por lo tanto, debe establecerse un gradiente interno por 
otro componente de la vía de señalización. Dado que los receptores de 
CAMP señalan a través de proteínas G triméricas (Cap. 16), se marcó 
una subunidad de la proteína G trimérica y Otras proteínas de seña- 
lización corriente abajo con PEV para mirar su distribución. Las fo- 
tomicrografías de fluorescencia muestran que la concentración de las 
proteínas G triméricas también es bastante uniforme. Corriente abajo 
de la proteína G trimérica está la PI-3 cinasa, una enzima que fosforila 
los fosfolípidos de membrana unidos a inositol (los fosfoinosítidos), 
tales como el PI4,5-bifosfato [P1(4,5)P,], creando un lípido de señaliza- 
ción P13,4,5-trifosfato [PI(3,4,5)P,] (véase Pig. 16-25). Notablemente, 
la enzima PI-3 cinasa está muy enriquecida en el frente de las células en 
migración, al igual que sus productos. PTEN, la fosfatasa que desfos- 
forila el Upido de señalización PI(3,4,5)P, nuevamente a PI(4,5)P., se 
encuentra enriquecida en la cola de la célula en migración (Fig. 17-47b, 
c). Se cree que esta asimetría se establece del siguiente modo. Antes de 
soc de modo tome cd AM aos EN 
célula “ve” un gradiente, se activa a ns gim == EN 

E a PI 3-cinasa un poco más en el fren- 
le que en la parte posterior. Esto re 
ta PIE on a mentre ene asoció e 
P, de modo que ésta sfázene de As E! dd . ddr 
frente. Dado que es menos eficaz á 2. A PR de ei ' d 
feniey mbseñcao ets Ea esfosforilar el P1(3,4,5)P, en € 
, . 20 slorilarlo en la parte posterior, esto resulta 
en una fuerte asimetría de PI(3,4,5)P.. Así la fosfatasa PTEN contri 

$ > statasa C 


sulta en niveles ligeramente más 


buye a la sustracción basal necesaria para que una célula detecte un 
gradiente de quimioatrayente poco pronunciado. 

La diferencia en la concentración local de la PI(3,4,5)P, ahora le seña- 
la al citoesqueleto de actina que se ensamble en un borde conductor en el 
frente y que se contraiga en la parte posterior (Fig. 17-47b) y la célula se 
encuentra en su camino hacia la fuente del quimioatrayente. Se ha impli- 
cado un mecanismo muy semejante en la quimiotaxis de los leucocitos. 
Esta polarización de la célula no es estable en ausencia del gradiente qui- 
miotáctico, de modo tal que, si el gradiente cambia, como puede ocurrir 
con un leucocito que está a la caza de una bacteria en movimiento, la cé- 
lula también cambiará su dirección y seguirá el gradiente hasta su fuente. 
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Migración celular: mecanismo, señalización 
y quimiotaxis 


«La migración celular implica la extensión de un borde conductor rico 
en actina en el frente de la célula, la formación de contactos adhesi- 
vos que se mueven hacia atrás con respecto a la célula y su posterior 
liberación, combinados con la contracción en la parte posterior para 
empujar la célula hacia adelante (véase Fig. 17-40). 


« La migración celular también implica un ciclo endocítico indirecto, 
que toma moléculas de la membrana y de adhesión de la parte poste- 
rior de la célula y las inserta en el frente. 


+ El ensamblaje y la función de los filamentos de actina están controla- 
dos por vías de señalización a través de pequeñas proteínas que se unen 
al GTP y pertenecen a la familia Rho. La Cdc42 regula la polaridad glo- 
bal y la formación de filopodios, la Rac regula la formación de la red de 
actina a través del complejo Arp2/3, y la Rho regula tanto la formación 
de filamentos de actina por las forminas como la contracción a través 
de la regulación de la miosina 11 (véase Fig. 17-44). 


* La quimiotaxis, el movimiento dirigido hacia un atractante, implica 
vías de señalización que establecen diferencias en los fosfoinosítidos en- 
tre la parte frontal y la posterior de la célula, que a su vez regula al citoes- 
queleto de actina y la dirección de la migración celular (véase Fig. 17-47). 


Perspectivas para el futuro 


En este capítulo hemos visto que las células tienen intrincados mecanis- 
mos para el ensamblaje regulado espacial y temporalmente y para el re- 
cambio de microfilamentos con el fin de desempeñar muchas funciones. 
Los análisis bioquímicos de las proteínas que se unen a la actina acopla- 
dos con los inventarios de proteinas proporcionadas por las secuencias 
o catalogar muchas clases distintas 


de genomas completos han permitid 
prender de qué modo este 


de proteínas que se unen a la actina. Para com 
gran grupo de proteínas puede ensamblar estructuras específicas en una 


célula, será importante saber la concentración de todos los componentes, 


el modo en que interactúan y su regulación por vías de señalización. Aun- 
que ésta puede parecer una tarea de enormes proporciones, los nuevos 
miten detectar la localización de interac- 


métodos microscópicos que per 
ocalización de muchas de las vías 


ciones específicas entre proteínas y la | 
de señalización clave sugieren que se hará un rápido progreso en esta arca. 


Los inventarios de proteínas proporcionados por las secuencias 
genómicas también han documentado un gran número de familias 
de miosina, aunque las propiedades bioquímicas de muchos de estos 
motores o sus funciones biológicas aún no se han dilucidado. Nue- 
vamente, desarrollos técnicos recientes que incluyen la capacidad de 
marcar motores con trazadores fluorescentes como la PEV o de anular 
su expresión con tecnologías de RNA están proporcionando vías muy 
poderosas que permiten revelar las funciones motoras. Sin embargo, 
algunos aspectos importantes de los motores permanecen no explora- 
dos en gran medida. Por ejemplo, un motor que transporta un orgá- 
nulo a lo largo de un filamento primero debe unirse al orgánulo, luego 
transportarlo y finalmente liberarlo en destino. Sin embargo, se sabe 
poco acerca del modo en que estos eventos distintos se coordinan o de 
qué modo estos tipos de motores basados en la miosina regresan para 
recoger una nueva carga. 

Hace 20 años se creía que todo el ensamblaje de la actina estaba im- 
pulsado por la activación del complejo Arp2/3. Luego, se descubrieron 
las actividades de nucleación y encasquetamiento de las forminas y, más 
recientemente, se han descubierto nucleadores de actina adicionales con 
nombres coloridos, como Spire, Cordon-bleu, WASH y WHAMM. Es 
probable que sigan descubriéndose nucleadores adicionales. 

Finalmente, aunque hemos analizado en general los microfilamentos 
sin relación con un tejido en particular —excepto por las especializaciones 
que se encuentran en los músculos esquelético y liso, muchas proteínas 
que unen actina muestran la expresión en tipos celulares especificos, de 
modo tal que la distribución y los niveles relativos de estas proteínas son 
a medida para cumplir funciones específicas en diferentes tipos celulares. 
Este es claramente el caso, según lo ha revelado el análisis proteómico, 
de la expresión de proteínas celulares específicas y por el hecho de que 
muchas enfermedades son una consecuencia de la expresión específica 
en los tejidos de las proteínas que unen actina o de las miosinas. 


Palabras clave 
actina 775 microtúbulos 775 
proteínas de entrecruzamiento 

de actina 790 
complejo Arp2/3 784 
proteína CapZ 783 
proteína Cdc42 811 
migración celular 808 
polaridad celular 774 
quimiotaxis 813 


microvellosidades 773 
proteínas motoras 775 
miosina 793 
cinasa de la cadena 

ligera de miosina 805 
factor de promoción de la 

nucleación (NPF) 785 
golpe impulsor 797 
cofilina 782 profilina 782 
haces contráctiles 804 proteína Rac 811 
proteína Rho 811 
musculo esquelético 793 
músculo liso 804 
tamaño del paso 799 
fibras de tensión 776 
filamentos gruesos 801 
filamentos delgados 801 
timosina-P, 783 
recambio rotatorio 781 


concentración crítica 
C.779 

citoesqueleto 774 

relación de trabajo 799 

F-actina 777 

filopodios 776 

formina 784 

G-actina 777 

filamentos intermedios 775 

lamelipodio 776 

borde conductor 776 


tropomodulina 783 
tropomiosina 803 


microfilamentos 775 proteína WASp 785 


Palabras clave 815 


Revisión de los conceptos 

l, Existen tres sistemas de microfilamentos del citoesqueleto en la ma- 
yoría de las células eucariontes. Compárelos en términos de composi- 
ción, función y estructura. ds 

2. Los filamentos de actina tienen una polaridad definida. ¿Qué es la 
polaridad del filamento? ¿Cómo se genera a nivel de las subunidades? 
¿Cómo se detecta la polaridad de un filamento? Ñ 
3. En las células, los filamentos de actina forman haces o redes. ¿De qué 
manera las células forman estructuras de este tipo y qué determina en 
forma específica si los filamentos de actina formarán un haz o una red? 


4. Gran parte de nuestra comprensión del ensamblaje de actina en la 
célula deriva de experimentos que emplean actina purificada in vitro. 
¿Qué técnicas pueden emplearse para estudiar el ensamblaje in vitro? 
Explique de qué manera opera cada una de estas técnicas. ¿Cuál de estas 
técnicas le diría a usted si la masa de filamentos de actina está compren- 
dida por muchos filamentos cortos de actina o por menor cantidad de 
filamentos más largos? 


5. Las formas predominantes de actina dentro de una célula son la ATP- 
G-actina y la ADP-F-actina. Explique el modo en que la interconver- 
sión del estado del nucleótido está acoplada con el ensamblaje y desen- 
samblaje de las subunidades de actina. ¿Cuál sería la consecuencia del 
ensamblaje/desensamblaje de los filamentos de actina si una mutación 
evitara que la actina se uniera al ATP? ¿Cuál sería la consecuencia si una 
mutación evitara que la actina hidrolizara al ATP? 


6. Los filamentos de actina presentes en el borde conductor de una cé- 
lula que se desplaza se cree que sufren un recambio rotatorio. ¿Qué es 
el recambio rotatorio y qué da cuenta de esta conducta de ensamblaje? 


7. Si bien la actina purificada puede ensamblarse reversiblemente in 
vitro, varias proteínas que se unen a ella regulan el ensamblaje de los 
filamentos de actina en una célula. Prediga el efecto del citoesqueleto 
celular de actina si se microinyectaran en forma independiente los si- 
guientes anticuerpos que bloquearan la función del citoesqueleto de 
actina: profilina, timosina-B,, CapZ y complejo Arp2/3. 

8. Prediga el modo en que la actina podría polimerizar en una semilla 
decorada en punta de flecha (como se muestra en la Fig. 17-9) en pre- 
sencia de CapZ, tropomodulina o profilina-actina. 

9. Compare y contraste los modos en los cuales la formina y la WASp 
se activan y de qué manera cada una de ellas estimula la formación de 


los filamentos de actina. 

10. Hay al menos 20 tipos diferentes de miosinas. ¿Qué propiedades 
comparten todos los tipos y qué las hace diferentes? ¿Por qué la miosina 
II es la única capaz de producir fuerza contráctil? 

11. La capacidad de la miosina de desplazarse a lo largo de un filamento 
de actina puede observarse con ayuda de un microscopio adecuada- 
mente equipado. Describa de qué modo estos ensayos se realizan de 
forma típica. ¿Por qué se requiere ATP en ellos? ¿De qué manera se 
pueden emplear estos ensayos para determinar la dirección del movi- 


miento de la miosina o la fuerza producida por ella? 
12. Los haces contráctiles se presentan en células no musculares; estas 
estructuras están menos organizadas que los sarcómeros de las células 
musculares. ¿Cuál es el propósito de los haces contráctiles no muscula- 
" * . a > E . $ 
¿Cuá ipo de miosina presente en los haces contráctiles? 
res? ¿Cuál es el tipo p 


13. ¡De qué manera la miosina convierte la energía química liberada 
“e 


por la hidrólisis del ATP en trabajo mecánico? 
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14. La miosina 11 tiene una relación de trabajo del 10% y su tamaño de 
paso es de 8 nm. Por el contrario, la miosina V tiene una relación de 
trabajo más alta (alrededor de 70%) y realiza pasos de 36 nm cuando 
se desplaza a lo largo de un filamento de actina. ¿Qué diferencias entre 
las miosinas 11 y V dan cuenta de estas distintas propiedades? ¿De qué 
manera las diferentes estructuras y propiedades de la miosina Il y la y 
reflejan sus diferentes funciones en las células? 

15. La contracción del músculo esquelético y del músculo liso es des- 
encadenada por un incremento del Ca** del citosol. Compare los me- 
canismos por los cuales cada tipo de músculo convierte un incremento 


del Ca** en una contracción. 

16. La fosforilación de la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK) 
por la proteína-cinasa A (PKA) inhibe la activación de la MLCK por 
la Ca**-calmodulina. Sustancias como el albuterol se unen al receptor 
adrenérgico-f3, lo cual provoca un incremento en el cAMP de las célu- 
las y la activación de la PKA. Explique por qué el albuterol es útil para 
tratar la contracción grave de las células de músculo liso que rodean las 
vías aéreas implicadas en un ataque de asma. 

17. Varios tipos de células emplean el citoesqueleto de actina para im- 
pulsar la locomoción a lo largo de superficies. ¿De qué manera los dis- 
tintos ensamblajes de los filamentos de actina están implicados en la 
locomoción? 

18. Para moverse en una dirección específica, las células en migración 
deben utilizar señales extracelulares para establecer qué porción de la 
célula actuará como frente y cuál como parte posterior. Describa de 
qué manera las proteínas G parecen estar implicadas en las vías de se- 
ñalización empleadas por las células en migración para determinar la 
dirección del movimiento. 

19. La movilidad celular se ha descrito como el movimiento de las ban- 
das de rodadura de un tanque. En el borde conductor, los filamentos 
de actina se forman rápidamente en haces y redes que hacen protu- 
berancias y mueven la célula hacia adelante. En la parte posterior, se 
rompen las adhesiones celulares y el extremo de la cola de la célula es 
arrastrado hacia adelante. ¿Qué proporciona la tracción para las células 
en movimiento? ¿De qué manera ocurre la translocación del cuerpo 
celular? ¿De qué manera las adhesiones de la célula se liberan a medida 


que la célula avanza? 


Análisis de los datos 


La miosina V es una miosina abundante en células no musculares res- 
ponsables del transporte de carga tales como orgánulos en muchos ti- 
pos celulares. Estructuralmente, consiste en dos cadenas polipeptídicas 
idénticas que se dimerizan para formar un homodímero. Los dominios 
motores residen en el extremo N-terminal de cada cadena v contienen 
sitios de unión, tanto al ATP como a la actina. El demiaia motor es 
seguido por una región de cuello que contiene seis motivos “IQ”, cada 
uno de los cuales unc calmodulina, una proteína de unión al Ca”. El 
dominio del cuello es seguido de una región capaz de formar espirales 
enrolladas, vía por la que se dimerizan ambas cadenas. Los 400 residuos 
de aminoácidos finales forman un dominio globular de la cola (DGT) 
al cual se une la carga. La miosina V consumiría grandes cantidades de 
ATP si su dominio motor estuviese siempre activo, y se han realizado 
varios estudios para comprender de que manera se regula este motor. 


a. La velocidad de la hidrólisis de ATP (es decir, las moléculas de 
ATP hidrolizadas por segundo por miosina V) fue medida en presencia 


de cantidades crecientes de Ca”? libre. La concentración citosólica de 
Ca” libre normalmente es inferior a 10% M, pero puede elevarse en 
áreas localizadas de la célula y, con frecuencia, se encuentra elevada en 
respuesta a un evento de señalización. ¿Qué sugieren estos datos acerca 
de la regulación de la miosina V? 
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b. En estudios adicionales, la actividad de ATPasa de la miosina V 
se midió en presencia de cantidades crecientes de F-actina en presencia 
de Ca” libre 10” M o en ausencia de éste. ¿Qué información adicional 
proporcionan estos datos acerca de la regulación de la miosina V? 
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c. Luego, se examinó el comportamiento de la miosina V trunca- 
da, que carece de su cola globular C-terminal, y se lo comparó con el 
comportamiento de la miosina V intacta. Á partir de este experimento, 
¿qué puede deducir acerca del mecanismo por el cual está regulada la 
miosina V? 
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Una mirada a la contracción muscular 


y ), Hanson, 1954, Nature 173:973-976 


a contracción y relajación de los múscu- 

los estriados nos permiten desempeñar 

todas nuestras tareas diarias. ¿De qué 
manera ocurre esto? Los científicos han bus- 
cado durante mucho tiempo el modo en que 
las células musculares fusionadas, llamadas 
miofibrillas, difieren de otras células que no 
pueden desempeñar movimientos potentes. 
En 1954, Jean Hanson y Hugh Huxley pu- 
blicaron sus estudios de microscopia sobre 
la contracción muscular, que demostraron el 
mecanismo por el que ésta ocurre, 


Antecedentes 


La capacidad de los músculos para desem- 
peñar trabajo ha sido vista durante mucho 
tiempo como un proceso fascinante. La 
contracción muscular voluntaria es des- 
empeñada por músculos estriados, que re- 
ciben su nombre por su aspecto cuando se 
ven al microscopio. Hacia 1950, los biólo- 
gos que estudiaban las miofibrillas habían 
dado nombre a muchas de las estructuras 
que observaban bajo el microscopio. Una 
unidad contráctil, denominada sarcómero, 
está constituida por dos regiones principa- 
les llamadas banda A y banda 1. La banda 
A contiene dos estriaciones gruesas intensa- 
mente coloreadas y una estriación delgada. 
La banda 1 está constituida principalmente 
por estriaciones claras divididas por una 
línea coloreada oscura conocida como dis- 
co Z. Aunque estas estructuras habían sido 
caracterizadas, su papel en la contracción 
muscular no quedaba claro. Al mismo tiem- 
po, los bioquímicos también intentaron re- 
solver este problema buscando las proteínas 
que son más abundantes en las miofibrillas 
que en las células no musculares. Encon- 
traron que los músculos contienen grandes 
cantidades de las proteínas estructurales ac- 
tina y miosina en un complejo entre ambas. 
La actina y la miosina forman polímeros 
que pueden acortarse cuando se los trata 
con trifosfato de adenosina (ATP). 

Con estas observaciones en mente, Han- 
son y Huxley comenzaron su estudio de es- 
triaciones transversales en el músculo. Al 


cabo de unos pocos años, unieron los datos 
bioquímicos con las observaciones microscó- 
picas y desarrollaron un modelo de contrac- 
ción muscular que aún permanece vigente en 
la actualidad. 


El experimento 


Hanson y Huxley principalmente emplearon 
la microscopia de contraste de fases en sus es- 
tudios de músculos estriados, que aislaron de 
conejo. La técnica les permitió obtener imá- 
genes claras del sarcómero y hacer cuidadosas 
mediciones de las bandas A e 1. Al tratar los 
músculos con una diversidad de sustancias y 
de estudiarlos luego al microscopio de con- 
traste de fases, fueron capaces de combinar 
con éxito la bioquímica con la microscopia 
para describir la estructura muscular, así 
como el mecanismo de la contracción. 

En el primer conjunto de estudios, Han- 
son y Huxley emplearon sustancias que se 
conoce que extraen de modo específico la 
miosina o la actina de las miofibrillas. En 
primer término, trataron las miofibrillas con 
una sustancia química que remueve específi- 
camente la miosina del músculo. Emplearon 
microscopia de contraste de fases para com- 
parar las miofibrillas no tratadas con aquellas 
que tenían la miosina extraída. En el músculo 
no tratado observaron la estructura sarcomé- 
rica identificada previamente, que incluía la 
banda A coloreada en oscuro. Cuando mira- 
ron a las células con la miosina extraída, sin 
embargo, éstas carecían de la banda A que se 
teñía de oscuro. Luego, extrajeron la actina de 
las células musculares a las que se les había 
extraído la miosina. Cuando extrajeron tanto 
la miosina como la actina de la miofibrilla, no 
pudieron ver una estructura identificable al 
microscopio de contraste de fases. A partir de 
sus experimentos, concluyeron que la miosi- 
na se localizaba principalmente en la banda 
A, mientras que la actina se encontraba todo 
a lo largo de la microfibrilla. 

Con una mejor comprensión de la natu- 
raleza bioquímica de las estructuras muscu- 
lares, Huxley y Hanson estudiaron el meca- 
nismo de la contracción muscular. Aislaron 
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miofibrillas individuales de tejido muscular y 
las trataron con ATP, haciendo que se contra- 
¡eran a velocidad lenta. Con el empleo de esta 
técnica pudieron tomar fotografías de varias 
etapas de la contracción muscular observadas 
mediante microscopia de contraste de fases. 
Además, pudieron inducir de modo mecáni- 
co el estiramiento al manipular el cubreob- 
jetos, lo que les permitió observar también 
el proceso de relajación. Con estas técnicas 
manuales, examinaron el modo en que la es- 
tructura de la miofibrilla se modifica durante 
la contracción y el estiramiento. 

En primer término, Huxley y Hanson 
trataron las miofibrillas con ATP, luego fo- 
tografiaron las imágenes que observaron al 
microscopio de contraste de fases. Estas imá- 
genes les permitieron medir las longitudes de 
las bandas A e l en varias etapas de la con- 
tracción. Cuando miraron microfibrillas que 
se contraían libremente, notaron un acorta- 
miento reiterado de la banda l, que se tenía 
ligeramente, mientras que la longitud de la 
banda A permanecía constante (Fig. 1). Den- 
tro de la banda A observaron la formación 
de un área de densidad creciente durante la 
contracción. 

A continuación, los dos científicos exa- 
minaron el modo en que la estructura de 
las miofibrillas se modifica durante un esti- 
ramiento muscular simulado. Estiraron las 
miofibrillas aisladas, montadas en portaob- 
jetos, manipulando el cubreobjetos. Una vez 
más, fotografiaron las imágenes de micros- 
copia de contraste de fases y midieron las 
longitudes de las bandas A e l. Durante el es- 
tiramiento, la longitud de la banda 1 se incre- 
mentaba en lugar de acortarse, como ocurría 
en la contracción. Nuevamente, la longitud 
de la banda A permaneció sin modificarse. 
La zona densa que se formaba en la banda A 
durante la contracción se hacía menos densa 
durante el estiramiento. 

A partir de sus observaciones, Han- 
son y Huxley desarrollaron un modelo de 
contracción y estiramiento muscular (Fig. 
1). En su modelo, los filamentos de actina 
de la banda | son arrastrados a la banda A 
durante la contracción y, así, la banda | se 
acorta. Esto permite la interacción aumen- 
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tada entre la miosina localizada en la banda 
A y los filamentos de actina. A medida que 
el músculo se estira, los filamentos de actina 
se retiran de la banda A. A partir de estos 
datos, Hanson y Huxley propusieron que la 
contracción muscular es impulsada por los 
filamentos de actina que se mueven hacia 
el interior y el exterior de una masa de fila- 
mentos de miosina estacionarios. 


820 


Análisis 


Al combinar las observaciones microscópicas 
con los tratamientos bioquímicos conocidos de 
las fibras musculares, Hanson y Huxley fueron 
capaces de describir la naturaleza bioquími- 
ca de las estructuras musculares y delinear un 
mecanismo para la contracción muscular. Gran 
cantidad de investigaciones continúan centrán- 
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dose en la comprensión del proceso de la con- 
tracción muscular. Los científicos saben ahora 
que los músculos se contraen por la hidrólisis 
del ATP, que impulsa un cambio de conforma- 
ción en la miosina que le permite arrastrar la 
actina. Los investigadores continúan revelando 
los detalles moleculares de este proceso, mien- 
tras que el mecanismo de la contracción pro- 
puesto por Hanson y Huxley sigue en pie. 


ulmonar de trton en mitosis, teñida para visualizar centrosoma 
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omo hemos aprendido en el capítulo previo, hay tres tipos de 

filamentos que constituyen el citoesqueleto de las células ani- 

males: los microfilamentos, los microtúbulos y los filamentos 
intermedios. ¿Por qué han evolucionado estos tres tipos distintos de 
filamentos? Parece probable que sus propiedades físicas sean adecua- 
das para diferentes funciones. En el Capítulo 17, describimos el modo 
en que los microfilamentos de actina con frecuencia se entrecruzan 
en redes de haces para formar estructuras flexibles y dinámicas, y a 
fin de servir como senderos para las muchas clases distintas de moto- 
res de miosina. De modo similar, los microtúbulos son tubos rígidos 
que pueden existir como una estructura simple, que se extiende hasta 
20 um en las células o en distribuciones en haces como los que se ven 
en estructuras especializadas de la superficie celular, tales como los ci- 
lios y los flagelos. Una consecuencia de su diseño tubular es la capaci- 
dad de los microtúbulos de generar fuerzas de tracción y empuje sin 
colapsarse, propiedad que le permite a los túbulos individuales recorrer 
grandes distancias dentro de una célula y a los haces deslizarse uno 
sobre otro, como ocurre en los flagelos y en el huso mitótico. La capa- 
cidad de los microtúbulos de recorrer grandes distancias dentro de la 
célula, junto con su polaridad intrínseca, es explotada por los motores 
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dependientes de microtúbulos que los emplean como sendas para el 
transporte de orgánulos a grandes distancias. Los microtúbulos pueden 
ser muy dinámicos (ensamblándose y desensamblindose a partir de 
sus extremos), proporcionando a la célula la flexibilidad para alterar la 
organización microtubular si fuera necesario. 

Al contrario de lo que ocurre con los microfilamentos y los mi- 
crotúbulos, los filamentos intermedios tienen una gran fuerza ténsil 
y han evolucionado para soportar fuerzas y tensiones mucho mayores. 
Con propiedades similares a la de fuertes cuerdas moleculares, están 
idealmente adecuados para proporcionar integridad estructural a las 
células y los tejidos, así como para contribuir a la organización celular. 
Los filamentos intermedios no tienen una polaridad intrínseca como 
los microfilamentos y los microtúbulos, de modo que no resulta sor- 
prendente que no haya proteínas motoras conocidas que empleen los 
filamentos intermedios como vías. Aunque analizamos los microtú- 
bulos y los filamentos intermedios en conjunto en este capitulo (y su 
localización en el citoplasma puede verse superficialmente de un modo 
bastante semejante), veremos que su dinámica y funciones son muy 
distintas. En la Figura 18-) se presenta un resumen de las similitudes y 


diferencias entre los tres sistemas del citoesqueleto, 


18.5 Cilios y flagelos: estructuras de superficie 


construidas sobre microtúbulos 844 
18.6 Mitosis 849 
18.7 Filamentos intermedios 860 


18.8 Coordinación y cooperación entre elementos 
del citoesqueleto 865 


ron 18-1 Panorama de las propiedades 
isicas y funciones de los tres sistemas del citoes- 
queleto en las células animales. (a) Propiedades 
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biofisicas y bioquímicas (anaranjado) y biológicas 
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de filamento en un contexto celular particular, pero 


nótese que los microtúbulos también forman otras 


Forman geles rígidos, redes 
y haces lineales 


Ensamblaje regulado a partir 
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estructuras y los filamentos intermedios asimismo 
tapizan la superficie interna del núcleo. (b) Células 
cultivadas teñidas para actina (verde) y sitios de unión 
de la actina al sustrato (anaranjado). (c) Localización 
de los microtúbulos (verde) y del aparato de Golgi 
(amarillo). Nótese la localización central del aparato 


de Golg:, que se ubica allí por el transporte a lo largo 
del microtúbulo. (d) Localización de las citoqueratinas 
(rojo), de un tipo de filamento intermedio y de un 


Muy dinámicos 


Polarizados 


Vías para las miosinas 


componente de los desmosomas (amarillo) en células 
epiteliales. Las citoqueratinas de células individuales 
están unidas entre sí a través de los desmosomas Parte 


rresta de K Burndae Parte [c] cortesia de W Brown Parte 
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Este capítulo cubre cinco tópicos principales. Primero, analizamos 
la estructura y dinámica de los microtúbulos y sus proteínas motoras. 
En segundo lugar, examinamos el modo en que los microtúbulos y sus 
motores contribuyen al movimiento de los cilios y flagelos. En tercer 


lugar, analizamos el papel de los microtúbulos en el huso mitótico (una 


maquinaria molecular que segrega de modo preciso a los cromosomas 


duplicados). En cuarto lugar, exploramos los papeles de las diferentes 
clases de filamentos intermedios que proporcionan estructura a la en- 
ación a las células y los teji- 
rofilamentos y filamen- 
as del citoesqueleto 


voltura nuclear, así como fuerza y Organiz 
dos. Aunque se estudian los microtúbulos, mic 
tos intermedios en forma individual, los tres sistem 
no actúan de forma independiente entre sí y consideraremos algunos 
ejemplos de esta interdependencia en la última sección de este capítulo. 


18.1 Estructura y organización 
de los microtúbulos 


En los días iniciales de la microscopía electrónica, los biólogos celulares 
notaron la existencia de largos túbulos en el citoplasma que llamaron 
microtúbulos. Se vieron microtúbulos morfológicamente similares 
constituyendo las fibras del huso mitótico, como componentes de los 
axones y como elementos estructurales en los cilios y flagelos (Fig. 18- 
2a, b). Un cuidadoso examen de los microtúbulos individuales de va- 


rias fuentes vistos en cortes transversales indicó que todos están consti- 
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tuidos por 13 unidades longitudinales repetidas (Fig. 18-2c), llamadas 
ahora protofilamentos, lo cual sugiere que los distintos microtúbulos 
tienen una estructura en común. Se encontró que los microtúbulos pu- 
rificados del cerebro consistían en una proteína principal, la tubulina 
y proteínas asociadas, llamadas proteínas asociadas a microtúbulos 
(MAP). La tubulina purificada sola puede ensamblarse en un microtú- 
bulo en condiciones favorables, dado que es el componente estructural 
de la pared de los microtúbulos. Las MAP, como veremos, ayudan a 
ia el ensamblaje y la dinámica de los microtúbulos. En tá sec- 
ción, consideramos la estructura general y organización de los micro- 
túbulos antes de pasar a un análisis más detallado de su dinámica y 
regulación en las Secciones 18.2 y 18,3. 
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Cilios 


FIGURA 18-2 Los microtúbulos se encuentran en muchas ubicaciones 
diferentes y todos tienen estructuras similares. (a) Superhcie del epitelio 
ciliado que tapiza un oviducto de conejo visto en microscopia electrónica 

de barrido. Los cilios que se agitan, los cuales tienen un centro formado por 
microtúbulos, impulsan los óvulos hacia el oviducto. (b) Los microtúbulos y 
flamentos intermedios se congelan rápidamente y se visualiza un axón en el 


que especifican para tubulina dr y uno para tubulina B, mientras que 
el nematodo del suelo Caenorhabditis elegans tiene nueve genes que 
codifican tubulina Q: y seis para tubulina B. Además de la tubulina 
al y la B, todos los eucariontes también tienen genes que especifican 
para una tercera tubulina, la tubulina y, que está implicada en el en- 
samblaje de los microtúbulos como analizaremos en breve. Isofor- 
mas adicionales de tubulina se han descubierto también presentes 
solamente en organismos que poseen estructuras celulares llamadas 
centríolos y cuerpos basales, lo cual sugiere que estas isoformas de 
la tubulina son importantes para estas estructuras. Como veremos 
en este capítulo, los centríolos y los cuerpos basales son estructuras 
especializadas que algunos organismos emplean para nuclear y orga- 
nizar el ensamblaje de los microtúbulos. 

Cada una de las subunidades a. y B del dímero de tubulina pue- 
de unir una molécula de GTP (Fig. 18-3a). El GTP en la subunidad 
de tubulina O nunca está hidrolizado y está atrapado en la interfa- 
e entre las subunidades a. y B. Por el contrario, el sitio de unión a 
GTP presente en la subunidad P se encuentra en la superficie del 
dimero. El GTP unido por la subunidad $ puede ser hidrolizado y el 


— 


(b) 


] Microtúbulo 


Filamentos 
intermedios 


Axón 


que se hizo una criofractura profunda en microscopía electrónica de transmi- 
sión. (c) Vista de gran aumento de un microtúbulo individual que muestra 13 
unidades repetidas conocidas como protofilamentos (Parte [a] tomada de R. G. Kessels y 
R.H Kardon, 1975, Tissues and Organs, W. H. Freeman y Compañía. Parte [b] tomada de N. Hirokawa, 1982, 
J. Cell. Biol 94 129; cortesia de N Hirokawa. Parte [c] cortesia de C. Bouchet-Marquis, 2007, Biology of the 
Cell 99:45) 


GDP resultante puede intercambiarse por GTP libre. En condiciones 
adecuadas, los dímeros solubles de tubulina pueden ensamblarse en 
microtúbulos (Fig. 18-3b). Como vimos en el Capítulo 17 para la 
polimerización de la actina, la ATP-G-actina se añade preferencial- 
mente a un extremo del filamento, designado como el extremo (+) 
porque es el extremo favorecido para el ensamblaje. Una vez que se 
ha incorporado al filamento, el ATP unido se hidroliza a ADP yy. 
De modo similar, los dímeros de tubulina en los cuales la subunidad 
B ha unido el GTP se añaden preferencialmente a un extremo del 
microtúbulo, también designado como extremo (+). Como veremos, 
el GTP se hidroliza una vez que la tubulina se ha incorporado al 
microtúbulo, pero al contrario que lo que ocurre con la hidrólisis de 
ATP en un filamento de actina, esta hidrólisis de GTP tiene efectos 
pronunciados en la conducta del extremo (+) del microtúbulo. 

Los microtúbulos están compuestos por 13 protofilamentos aso- 
ciados por los lados, que forman un túbulo cuyo diámetro externo 
es de aproximadamente 25 nm (véase Fig. 18-3b). Cada uno de los 
13 protofilamentos es una hebra de dímeros de tubulina-0:B longi- 
tudinalmente dispuesta de modo tal que las subunidades alternan 
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FIGURA 18-3 Estructura de los dímeros de tubulina y su organización 
en microtúbulos. (a) Diagrama de cinta del dimero de tubulina El GTP unido 
al monómero de tubulina at no es intercambiable, mientras que el GDP unido 
al monómero de tubulina 3 puede intercambiarse por GTP libre. (b) Organ:- 
zación de las subunidades de tubulina en un microtúbulo. Los dimeros están 
alineados extremo a extremo en protofilamentos, que se empaquetan uno 
junto a otro para formar la pared del microtúbulo Los protofilamentos están 
ligeramente apilados de modo tal que la tubulina a de un protofilamento se 
encuentra en contacto con la tubulina ar de los protofilamentos vecinos, ex 
cepto en la costura, donde una subunidad q se contacta con una subunidad fB 
El microtúbulo muestra una polaridad estructural en aquellas subunidades que 
se añaden preferentemente en el extremo en el que están expuestos los mo- 
nómeros de tubulina. Este extremo del microtúbulo se conoce como extremo 


(+). (Part= [a] modificada de E Nogales y cols. 1998, Nature 391 196. cortesia de f Nogale 


en un protofilamento y cada tipo de subunidad se repite cada 8 nm. 
Dado que todos los dímeros de tubulina af3 en un protofilamento se 
encuentran orientados del mismo modo, cada protofilamento tiene 
una subunidad O en un extremo y una subunidad f en el otro (de 
manera que los protofilamentos tienen una polaridad intrínseca). 
En un microtúbulo, todos los protofilamentos asociados lateralmen- 
te tienen la misma polaridad, de modo que el microtúbulo también 


FIGURA 18-4 Microtúbulos en singlete, doblete 
y triplete. En corte transversal un microtúbulo típico, 
un singlete, es un tubo simple construido a partir de 
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tiene una polaridad general. El extremo con las subunidade, Bo 


puestas es el extremo (+ ), mientras que sl extremo con las SUbunida. 
des «1 expuestas es el (—). En los microtúbulos, los heterodimero, de 
protofilamentos adyacentes están ligeramente escalonados, forman. 
do filas inclinadas de monómeros de tubulina QU y fB en la Pared de 
los microtúbulos. Si se sigue una hilera de subunidades B, que Ham 
ejemplo forman una espiral alrededor de un microtúbulo EN una 
vuelta completa, esta terminará exactamente tres subunidades por 
encima del protofilamento, lindando con tna subunidad q. De este 
modo, todos los microtúbulos tienen una única costura longitudina], 
en la que una subunidad ar de un protofilamento se pone en CONtacto 


con la subunidad BB de otro adyacente. 
La mayoría de los microtúbulos de una célula consisten en un 


tubo simple, un microtúbulo singlete, construido con 13 protofila- 
mentos. En raros casos los microtúbulos singlete contienen más de 
unos pocos protofilamentos. Por ejemplo, ciertos microtúbulos de las 
neuronas de los gusanos nematodos contienen ll o 15 protofilamen- 
tos. Además de la estructura simple de singlete, los microtúbulos en 
doblete o triplete se encuentran en estructuras especializadas como 
los cilios o los flagelos (microtúbulos en doblete) y los centríolos y 
cuerpos basales (microtúbulos en triplete), estructuras que explora- 
remos más tarde en este capítulo. Cada doblete o triplete contiene un 
microtúbulo completo con 13 protofilamentos (llamado túbulo Aj 
y uno o dos túbulos adicionales (B y C), cada uno formado por 10 


protofilamentos (Fig. 18-4). 


Los microtúbulos se ensamblan a partir de MTOC 
para generar organizaciones diversas 


Con la identificación de la tubulina como el principal componente 
estructural de los microtúbulos, los anticuerpos contra tubulina se 
generaron y usaron en la microscopía de inmunofluorescencia para 
localizar los microtúbulos en las células (Fig. 18-5a, b). Este enfoque, 
acoplado con la descripción de los microtúbulos vistos en microscopia 
electrónica, mostró que estos se ensamblan a partir de sitios específicos 
para generar muchos tipos diferentes de organización. 

La fase de nucleación del ensamblaje de microtúbulos es una reac- 
ción tan desfavorable que la nucleación espontánea no desempeña un 
papel significativo en el ensamblaje de los microtúbulos in vivo. En 
lugar de ello, todos los microtúbulos se nuclean a partir de estructu- 
ras conocidas como centros de organización de los microtúbulos o 
MTOC. En la mayoría de los casos, el extremo (—) del microtúbulo 
permanece anclado en el MTOC, mientras que el extremo (+) se ex- 
tiende alejándose de él. 

El centrosoma es el principal MTOC de las células animales. En 
las células que no están en mitosis, conocidas también como células 
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FIGURA 18-5 Los microtúbulos se ensamblan a partir de centros orga- 
nizadores de microtúbulos (MTOC). Distribucion de los n 


túbulos en 
élulas en cultivo según se ve por microscopia ce inmun: Muorescencia 
empleando anticuerpos contra la tubulina en una célula en interfase (a) y una 
célula en mitosis (b). (c-f) Diagramas de disinbución de los microtubulos en las 
células v estructuras, todos los cuales están ensamblados a partir de diferente 
MTOC En una célula en interfase (0), el MTOC se llama centrosoma (el nucleo 


en interfase, el centrosoma generalmente está localizado cerca del 
núcleo, produciendo una configuración de microtúbulos con sus ex- 
tremos (+) que radian hacia la periferia de la célula (Fig. 18-5c). Esta 
disposición radial proporciona vías para la organización de las pro- 
teínas motoras basadas en los microtúbulos, así como para organizar 
y transportar compartimientos limitados por membrana, como los 
que comprenden las vías secretora y endocítica. Durante las mitosis, 
las células reorganizan por completo sus microtúbulos para formar 
un huso bipolar, ensamblado a partir de dos centrosomas también 
conocidos como polos del huso, a fin de segregar con precisión copias 
de los cromosomas duplicados (Fig. 18-5d). En otro ejemplo las neu- 
ronas tienen prolongaciones largas, llamadas axones, en las cuales 
se transportan los orgánulos en ambas direcciones a lo largo de los 
microtúbulos (Fig. 18-5e). Los microtúbulos de los axones, que pue- 
den alcanzar hasta 1 metro de longitud, no son continuos y han sido 
liberados desde el centrosoma; sin embargo, todos lienen la misma 
polaridad. En las mismas células, los microtúbulos de las dendritas 
tienen polaridad mixta, aunque la importancia funcional de >. no 
está clara. En los cilios y los flagelos (Fig. 18-51), los microtúbulos 
un MTOC llamado cuerpo basal. Como 
ales no tienen centrosomas 


se ensamblan a partir de 


mencionaremos más adelante, los veget 


y cuerpos basales, sino que usan otros mecanismos para nuclear el 


ensamblaje de los microtúbulos. cts 

La microscopia electrónica muestra que los retiros oIias ES 
las células animales consisten en un par de centríolos «iepuestos 
de forma ortogonal, cilíndricos, rodeados por un py proa 
riencia amorfo llamado material pericentriolar (Fig. 18-64, puntas 


de flecha). Los centríolos, que tienen aproximadamente 0,5 Hm de 
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está indicado con un ovalo azul), en una célula en mitosis (d), los dos MTOC se 
llaman polos del huso (los cromosomas se muestran en azul); en una neurona 
(e), los microtúbulos de ambos axones y las dendritas se ensamblan a partir de 
un MTOC presente en el cuerpo celular y luego se liberan de él, los microtubu- 


los que consttuyen el tallo de un clio o flagelo (f) se ensamblan a parur de un 


MTOC conocido como un cuerpo basal La polandad de 


indicada por (4) y (-) (Parte [3 tesade A Bret OT 


os microtúbulos está 


PENA 


longitud y 0,2 im de diámetro, son estructuras muy organizadas y 
estables que consisten en nueve conjuntos de tripletes de microtú- 
bulos, los cuales están íntimamente relacionados en estructura con 
los cuerpos basales que se encuentran en la base de los cilios y los 
flagelos. No son los centríolos en sí los que nuclean la configuración 
microtubular citoplasmática, sino los factores presentes en el mate- 
rial pericentriolar. Un componente crítico es el complejo anular de 
tubulina-1 (TuRC-y) (Figs. 18-6b y 18-7). El y-TuRC se localiza en 
el material pericentriolar y consiste en muchas copias de tubulina- 
y asociadas con otras varias proteínas. Se cree que el y-TuRC actúa 
como un molde de lavadora dividida a fin de unir tubulina-G$ para 
la formación de un nuevo microtúbulo, con el extremo (—) asociado 
con el y-TuRC y el extremo (+) libre para ensamblarse. Además de 
nuclear el ensamblaje de los microtúbulos, los centrosomas se anclan 
y regulan la dinámica de los extremos (—) de los microtúbulos, que 
se localizan allí. 

Los cuerpos basales tienen una estructura similar a la del cen- 
tríolo y son los MTOC que se encuentran en la base de los cilios y los 
flagelos. Los túbulos A y B de sus microtúbulos triplete proporcionan 
un molde para el ensamblaje de los microtúbulos, los cuales constitu- 
yen la estructura central de los cilios y flagelos. 

Trabajos recientes han revelado un mecanismo adicional para la nu- 
cleación de los microtúbulos en las células animales, que también invo- 
lucra al y-TuRC. Un complejo proteico denominado complejo augmina, 
formado por 8 polipéptidos, puede unirse al lado de los microtúbulos 
existentes, reclutar luego y-TuRC y nuclear el ensamblaje de los nuevos. 
Como analizaremos en una sección posterior, el complejo de augmina 
contribuye al ensamblaje de microtúbulos en el huso mitótico. 


18.1 Estructura y organización de los microtúbulos 
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FIGURA 18-6 Estructura de los centrosomas. (a) Corte fino de un centroso 
ma de una célula animal que muestra los dos centríolos perpendiculares entre 
si, rodeados por material pericentriolar (flechas). (b) Diagrama de un centroso- 
ma que muestra los centríolos madre e hijo, cada uno de los cuales consiste en 
nueve tripletes de microtúbulos unidos, embebidos en material pericentriolar 
que contiene estructuras nucleantes TuRC-y. El centriolo madre es diferente 
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Extremo (-) Extremo (+) 
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FIGURA 18-7 Complejo del anillo de tubulina y (TuRC-y) que nuclea el 
ensamblaje de los microtúbulos. (a) Una fotomicrografía de inmunofluo- 
rescencia de microtúbulos ensamblados in vitro está marcada en verde y un 
componente del TuRC-y está marcado en rojo, mostrando que se encuentra es- 
pecíficamente localizado en un extremo del microtúbulo. (b) Modelo del modo 
en que el TURC-y podría nuclear el ensamblaje de un microtúbulo al formar un 
molde correspondiente al extremo (-) de un microtúbulo. (Parte [a] modificada de TJ 
Keatina y G. G. Borisy, 2000, Nature Cell Biol 2:352, cortesía de T. J Keating y G.G Borisy) 
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CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 18.1 
Estructura y organización de los microtúbulos 


« La tubulina es el principal componente estructural de los microtúbu- 
los (véase Fig. 18-3) con la cual se vinculan las proteínas asociadas a los 


microtúbulos (MAP). 


* La tubulina libre existe como un dímero AB, en la que la subunidad 
A se une a un GTP atrapado y no hidrolizable, y la B se une a un GTP 
intercambiable e hidrolizable. 


* La tubulina Q$ se ensambla en microtúbulos que tienen 13 protofi- 
lamentos asociados lateralmente, con una subunidad ar expuesta en el 
extremo (-) y una subunidad f en el extremo (+) de cada protofila- 
mento. 


* En los cilios y flagelos, así como en los centríolos y cuerpos basales, 
existen microtúbulos en doblete o triplete, en los cuales los microtúbu- 
los adicionales tienen 10 protofilamentos (véase Fig. 18-4) 


* Todos los microtúbulos se nuclean a partir de centros organizadores 
de microtúbulos (MTOC) y muchos permanecen anclados en él por 
su extremo (—). Así, el extremo alejado del MTOC siempre es un ex- 
tremo (+). 


á . epa es el MTOC que nuclea la disposición radial de micro- 
ES dulos é células animales no mitóticas; dos centrosomas, o polos del 
SO, SO . , , 

uso, son los MTOC que nuclean los microtúbulos del huso mitótico; 


y los gunos basales son los MTOC que ensamblan los microtúbulos 
de los cilios y los flagelos (véase Fig. 18-5) 


. iia consisten en dos centríolos y material pericentriolar 
que contiene el complejo TuRC-y (véanse Figs. 18-6 y 18-7) 
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18.2 Dinámica de los microtúbulos 


Los microtúbulos son estructuras dinámicas debido a que se ensamblan 
y desensamblan en sus extremos. El grado de dinámica puede variar 
enormemente, con un promedio de tiempo de vida del microtúbulo 
de menos de 1 minuto para las células en mitosis y aproximadamente 
5-10 minutos para los microtúbulos que constituyen el arreglo radial 

ye vemos en las células animales que no están en mitosis. El espectro 
de vida del microtúbulo es más largo en los axones, y mucho más largo 
en los cilios y los flagelos. Para averiguar de qué manera ocurren estas 
diferencias, analizamos las propiedades dinámicas de los microtúbulos 
y el modo en que esta conducta contribuye a su organización celular. 


Los microtúbulos individuales exhiben 
inestabilidad dinámica 


Experimentos iniciales revelaron que la mayoría de los microtúbulos de 
las células animales se desensamblarán cuando estas se enfríen a 4 “C 
y se repolimerizarán cuando las células se recalienten nuevamente a 
37 “C. Los investigadores notaron que esta propiedad intrínseca de los 
microtúbulos podría ser explotada para purificar los componentes mi- 
crotubulares. Dado que el tejido cerebral es rico en microtúbulos, se 
prepararon extractos solubles de cerebros de cerdo a 4 “C; estos extrac- 
tos clarificados luego se calentaron a 37 “C para inducir el ensamblaje 
de los microtúbulos. Los microtúbulos ensamblados se reunieron en 
una pastilla por centrifugación, se separaron del sobrenadante y lue- 
go se desensamblaron añadiendo una solución amortiguadora a 4 “C. 
Después de otro ciclo de ensamblaje por recalentamiento, reunión y 
desensamblaje por enfriamiento, los investigadores recuperaron pro- 
teína microtubular, un término colectivo para la tubulina-0LP y las pro- 
teínas asociadas a los microtúbulos (MAP). Posteriormente, pudieron 
fraccionar la proteína microtubular a tubulina-0.$ pura y las MAP para 
estudiar sus conductas por separado. Los investigadores descubrieron 
que la polimerización de la tubulina-aB dimérica en microtúbulos está 
catalizada en gran medida por la presencia de MAP. 

Aunque se ha dedicado un enorme esfuerzo de investigación a ca- 
racterizar las propiedades generales de la polimerización de una pro- 
teína microtubular en solución, su relevancia general fue superada por 
estudios posteriores que examinaron las propiedades de los microtú- 
bulos individuales. Sin embargo, algunas lecciones aprendidas a partir 
de estos estudios iniciales in vitro son importantes para la biología de 
los microtúbulos. En primer lugar, para que se produzca el ensamblaje 
la concentración de tubulina-0f3 debe estar por encima de una concen- 
tración crítica (C ), exactamente como vimos para la polimerización 
de la actina (véase Fig. 17-8). En segundo término, a concentraciones 
de tubulina-of3 más altas que la C, para la polimerización, los dímeros 
se añaden con más rapidez a un extremo del microtúbulo que al otro 
(Fig. 18-8). Como ocurre con el ensamblaje de la F-actina, el extremo 
preferido para el ensamblaje se designa como extremo (+), que es el 
extremo con la tubulina-f expuesta. El extremo (-) tiene tubulina-Q 
expuesta (véase Fig. 18-3b). . 

Cuando se estudian las propiedades generales del ensamblaje de 
los microtúbulos, uno supone que todos los microtúbulos se com- 
portan de modo similar. Sin embargo, cuando los investigadores 


examinaron la conducta de los microtúbulos individuales en una 


Población, encontraron que esto no es así. La conducta de los micro- 


túbulos individuales se examinó en un experimento muy sencillo. Se 


an 


Núcleo 
del flagelo 


. 


FIGURA EXPERIMENTAL 18-8 Los microtúbulos crecen preferente- 


mente en el extremo (+). Fragmento de un haz de microtúbulos de un 
flagelo fue usado como un núcleo para la adición in vitro de tubulina af. El 
fragmento del flagelo que resulta nucleador es el haz grueso que se ve en esta 
fotomicrografia electrónica y los microtúbulos recién formados (MT) radian a 
partr de sus extremos. La mayor longitud de los microtúbulos en un extremo, 
el extremo (4), indica que las subunidades «dde tubulina se añaden preferente- 
mente a este. (Cortesia de G Borisy) 


ensamblaron in vitro y luego se estiraron para romperlos en trozos 
más pequeños, cuyas longitudes individuales pudieran ser analiza- 
das por microscopia. En estas condiciones, se esperaría que todos los 
microtúbulos cortos crecieran o se encogieran, dependiendo de la 
concentración de tubulina libre. No obstante, los investigadores en- 
contraron que parte de los microtúbulos aumentaban de longitud, 
mientras que otros se acortaban muy rápidamente —indicando así la 
existencia de dos poblaciones de microtúbulos distintas—. Estudios 
adicionales mostraron que los microtúbulos individuales podrían 
crecer y luego experimentar rápidamente una catástrofe hacia una 
fase de encogimiento, durante la cual el microtúbulo sufre una des- 
polimerización muy rápida. Más aún, en ocasiones un extremo de 
un microtúbulo en despolimerización puede atravesar un rescate y 
comenzar a crecer nuevamente (Fig. 18-9). Aunque este fenómeno se 
vio en primer término in vitro, el análisis de tubulina marcada con 
fluorescencia microinyectada a células vivas mostró que los microtú- 
bulos de las células también pasan por períodos de crecimiento y en- 
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FIGURA 18-9 Inestabilidad dinámica de los microtúbulos in vitro. | os 
microtubulos individuales pueden verse al mic roscopio óptico y sus lonatudes 
pueden ser representadas en diferentes momentos durante el ensamblaje y 

el desensamblaje. Estos últimos proceden cada uno a velocidades uniformes, 
pero hay una gran diferencia entre la velocidad de ensamblaje y la de desen- 
samblaje, como se ve por las diferentes pendientes de las lineas El acortamien- 
to de un microtúbulo es mucho más rápido (7 Lm/min) que su crecimiento (1 
Hm/min). Note las transiciones abruptas a la etapa de encogimiento (catástro- 
fe) y la etapa de elongación (rescate). (Adaptado de P M Bayley. k K Sharma y $ R Martin 


1994, en Microtubules, Wiley-Liss, p 118) 


cogimiento (Fig. 18-10). Este proceso de alternar entre el crecimiento 
y el encogimiento se conoce como inestabilidad dinámica. Así, la vida 
dinámica de un extremo de un microtúbulo está determinada por la 
velocidad de crecimiento, la frecuencia de catástrofes, la velocidad de 
despolimerización y la frecuencia de rescates. Como veremos luego, 
estas características de la dinámica de los microtúbulos se controlan 
in vivo. Dado que los extremos (—) de los microtúbulos de las células 
animales en general están anclados en un MTOC, esta naturaleza di- 
námica es más relevante para el extremo (+) del microtúbulo. 

¿Cuál es la base molecular de la inestabilidad dinámica? Si usted 
presta cuidadosa atención a la microscopía electrónica de los extre- 
mos de microtúbulos en crecimiento y encogimiento, puede ver que 
son muy distintos. Un microtúbulo en crecimiento tiene un extremo 


relativamente romo, mientras que UN extremoen despolimerización 


tiene protofilamentos que 


18-11). De hecho, el extremo cre 
sino una estructura corta y aplanada 


adición de dímeros de tubulina a los 
luego se enrolla a lo largo de la 


se desprenden como cuernos de Carnero 
(Fig ciente del microtúbulo no de 
simplemente un extremo romo, 
con forma de hoja, hecha por la 
extremos de los protofilamentos, que / 
costura para formar el microtúbulo cilíndrico. o 

Estudios recientes proporcionaron una explicación estructura] 
simple para las dos clases de extremos de los microtúbulos. Como no- 
tamos previamente, la subunidad f del dímero de tubulina-0f está ex- 


puesta al extremo (+) de cada protofilamento. Empleando un análogo 


de GDP, los investigadores han encontrado que los protofilamentos 
individuales diseñados artificialmente (donde no hay interacciones la- 
uidos por dímeros repetidos de tubulina-A$ que con- 
ulina B son curvos, como un cuerno de carnero. Sin 
amentos individuales construidos artificialmente, 
a-0B que contienen GTP tubulina $ son 


terales) constit 
tienen GDP-tub 
embargo, los protofil 


hechos por dímeros de tubulin 
rectos. Así, los microtúbulos en crecimiento con extremos romos ter- 


minan en GTP-tubulina-P, mientras que los que están encogiéndose 
con extremos enrulados terminan en GDP-tubulina-B. Por lo tanto, si 
las moléculas de GTP en las tubulinas-$ terminales se hidrolizan sobre 
un microtúbulo que ha detenido su crecimiento, un extremo de un mi- 
crotúbulo inicialmente romo se curvará y se asegurará el desarrollo de 
una fase de catástrofe. Estas relaciones se resumen en la Figura 18-11, 
Estos resultados tienen una implicación adicional y, para com- 
prenderla, debemos considerar el microtúbulo en crecimiento con 
mayor detalle. La adición de un dímero al extremo (+) de un proto- 
filamento en un microtúbulo en crecimiento implica una interacción 
entre la subunidad f terminal preexistente y la nueva subunidad (. 
Esta interacción aumenta la hidrólisis de GTP a GDP en la subuni- 
dad f, inicialmente terminal. Sin embargo, la tubulina-$ del dímero 
recién añadido contiene GTP. Así, cada protofilamento en un micro- 
túbulo en crecimiento tiene mayormente tubulina-GDP-P a lo largo 
de su longitud y está encasquetado por uno o dos dímeros terminales 
que contienen tubulina-P-GTP. Como mencionamos previamente, 
un protofilamento aislado que contenga tubulina-B-GDP se curva a 
lo largo de su longitud, de modo que cuando está presente en un 
microtúbulo, ¿por qué no se rompe y desprende? Las interacciones 
laterales protofilamento-protofilamento en el casquete de tubulina 


(2) VIDEO: Ensamblaje de los microtúbulos en las células en cultivo 


FIGURA EXPERIMENTAL 18-10 La microscopia de fluorescencia re- 
vela el crecimiento y encogimiento de los microtúbulos individua- 
les in vivo. La tubulina marcada con fluorescencia fue microimyectada a 
fibroblastos humanos en cultivo. Las células fueron enfriadas para que los 
microtúbulos preexistentes se despolimerizarán en dímeros de tubulina y 
luego se incubaron a 37 “C para permitir la repolimerización, incorporan- 
do de esta manera la tubulina fluorescente a todos los microtúbulos de 
las células. Al microscopio de Ñuorescencia, pasados O y 27 segundos y 3 
minutos con 51 segundos (paneles de izquierda a derecha), se observó 
una región de la periferia celular, En este período, varios microtúbulos 

se alargaron y acortaron. Los puntos marcados como A, B y C marcan la 
posición de los extremos de estos. (Modificado de P. 1 Sammak y G Borisy, 1988, Nature 
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FIGURA 18-11 La inestabilidad dinámica depende de la presencia o 
ausencia de un casquete de tubulina [3-GTP. Imágenes tomadas al micros- 
copio electrónico de muestras congeladas de un microtúbulo en « recimiento 
(aba) y de un microtúbulo que está encogiéndose (abajo). Nótese que el ex 
tremo del microtúbulo creciente tiene un extremo romo, mientras que el que 
eran las astas de un Carnero 


está encogiéndose presenta curvaturas, Como Si fu 
ulina-$ en el extrerno de 


El diagrama muestra que un microtúbulo con GTP-tub 
cada protofilamento se ve fuertemente favorec ido para crecer. Sin embargo, un 
microtúbulo que tenga GDP-tubulina-B en los extremos de los pestemanpenies 
ará rápidamente. El cambio 

Jo de rescate y catástrofe) 
nor proteínas asocia 


forma una estructura curva QUe se desensambl 
de las fases de crecimiento a encogimiento (llamad 
puede ocurrir y la velocidad de este cambio está regulada f 
: el Bio! 114977 Diagrarna modificado de 4 


das. Imágenes tomadas de E-M Mandelkow y cols, 1921. 11 


JESGi y TJ Mitchison, 1997. Annu. Rev Cell Dev Rio! 1383-11/ 


B-GTP son lo suficientemente fuertes como para no permitir vio a 
microtúbulo se desprenda en su extremo —y así, A 
que se encuentran por detrás del casquete de colina e 
limitados para desprenderse (véase Fig. 18-11)-. La energí sl 
por la hidrólisis de GTP de las subunidades que s€ encuentran p : 
detrás del casquete es almacenada dentro de la red A e 
estructural, la cual espera ser liberada cuando se pierda el casq 


tubulina-$-GTP. Si el casquete de tubulina-P-GTP se pierde, la ener- 


lo si ci S a, como un 
gla almacenada puede hacer Su trabajo si cierta estructura, 


cromosoma, se une al extremo del microtúbulo que está desensam- 
blándose. Como veremos, la energía almacenada contribuye al movi- 
miento de los cromosomas durante la etapa de anafase de la mitosis. 

¿De qué manera un microtúbulo en desensamblaje repenti- 
namente puede ser rescatado para continuar su crecimiento? Una 
posible respuesta a este problema desconcertante ha sido sugeri- 
da recientemente. Empleando un anticuerpo que solo reconoce la 
tubulina-B-GTP y no la tubulina-B-GDP, los investigadores han 
encontrado que pueden presentarse “islas” de tubulina-B-GTP a lo 
largo de la longitud de un microtúbulo ensamblado. Parece probable 
que cuando un microtúbulo en desensamblaje se encuentre con una 
de estas islas de tubulina-P-GTP, el desensamblaje se pause y pueda 
provocar un rescate. 


El ensamblaje localizado y la “búsqueda y 
captura” ayudan a organizar los microtúbulos 


Hemos presentado dos conceptos centrales con relación a la organi- 
zación de los microtúbulos y la dinámica de los extremos (+): los mi- 
crotúbulos se ensamblan a partir de sitios localizados conocidos como 
MTOC y los microtúbulos individuales pueden sufrir inestabilidad di- 
námica. Estos dos procesos juntos contribuyen a la distribución de los 
microtúbulos en las células. 

En una célula en interfase en cultivo, los microtúbulos se encuen- 
tran nucleándose constantemente a partir del centrosoma y disemi- 
nándose, “buscando” al azar el espacio citoplasmático. La frecuencia 
de catástrofes y rescates, junto con las velocidades de crecimiento y 
encogimiento, determinan la longitud de cada microtúbulo: si este 
está sujeto a una alta frecuencia de catástrofes y nada de rescate, se 
encogerá hasta el centrosoma y desaparecerá, mientras que si tiene 
pocas catástrofes y es rápidamente rescatado continuará creciendo. 
Si la búsqueda de microtúbulos encuentra una diana adecuada en 
una estructura celular u orgánulo, el extremo del microtúbulo puede 
unirse a la estructura. El orgánulo o estructura celular “capturado” 
por el microtúbulo estabiliza su extremo (+) y lo protege de las ca- 
tástrofes, mientras que los microtúbulos no unidos tienen una fre- 
cuencia mayor de desensamblaje, De este modo, la dinámica del ex- 
tremo de los microtúbulos es un determinante muy importante del 
ciclo de vida y función de los microtúbulos. La “búsqueda y captura” 
es parte de un mecanismo que determina la organización general de 
los microtúbulos en una célula. Más aún, al cambiar la velocidad de 
nucleación o la dinámica local de los microtúbulos y sitios de cap- 
tura, una célula puede cambiar rápidamente su distribución general 
de microtúbulos. Veremos luego que esto es lo que ocurre cuando la 
célula entra en mitosis. 


Los fármacos que afectan la polimerización 
de la tubulina son útiles experimentalmente 
y para el tratamiento de enfermedades 


La naturaleza conservada de las tubulinas y su compromiso 
esencial en los procesos críticos tales como la mitosis, los hacen 
su diana primaria para fármacos naturales y sintéticos que afectan la 
polimerización o la despolimerización. Históricamente, el primer 
fármaco de este tipo conocido fue la colchicina, presente en extractos 
del azafrán silvestre, que se une a los dímeros de tubulina impidiendo 
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18.2 Dinámica de los microtúbulos 


FIGURA EXPERIMENTAL 18-12 Los microtúbulos crecen a partir de 
MTOC. Para Investigar a partir de qué lugar se ensamblan los microtúbulos 

in vivo, un fibroblasto cultivado fue tratado con colchicina hasta que csi se 
desensamblaron todos los microtúbulos Ccitoplasmáticos. Luego, la célula fue 
tenida con anticuerpos contra tubulina y visualizada al MICrOSCOPiO de ini 
nofluorescencia. (a) La colchicina luego se lavó para permitir el reensamblaje 
de los microtúbulos. El panel (b) muestra las primeras etapas del reensamblaje 
que revelan que los microtúbulos crecen a partir del MTOC en la región central 
por encima del núcleo (áreas oscuras). Nótese en el panel (a) el cilio primario 
remanente (cabeza de flecha; analizado en la Sección 18.5) asociado con el 
centrosoma; no es despolarizado por el tratamiento con colchicina en estas 
condiciones. Nótese también la Ñuorescencia desde el citoplasma, que provie 
ne de dímeros de tubulina af no despolimerizados. (Tomado de M. Osborn y K Weber 


1976, Proc Natl Acad $ci. USA 73:867-871.) 


que se polimericen para formar túbulos. Dado que la mayoría de los 
microtúbulos se encuentran en estado de equilibrio entre dímeros y 
polímeros, la adición de colchicina secuestra todos los dímeros libres 
en el citoplasma, lo que da como resultado la pérdida de microtúbu- 
los debidos a su recambio natural. El tratamiento de las células culti- 
vadas con colchicina durante un período breve da como resultado la 
despolimerización de todos los microtúbulos citoplasmáticos, dejan- 
do al centrosoma que contiene tubulina y es más estable (Fig. 18- 
12a). Cuando la colchicina se lava para permitir el nuevo crecimiento 
de los microtúbulos, puede vérselos crecer desde el centrosoma, reve- 
lando su capacidad para nuclear el ensamblaje de nuevos microtúbu- 
los (Fig. 18-12b). 

La colchicina se ha empleado durante cientos de años para el ali- 
vio del dolor articular de la gota aguda (un paciente famoso fue el rey 
Enrique VIII de Inglaterra, tratado con colchicina para aliviar sus do- 
lores). Un bajo nivel de colchicina alivia la inflamación causada por la 
dinámica de los microtúbulos de los leucocitos, tornándolos incapaces 
de migrar eficientemente al sitio de la inflamación. 

Además de la colchicina, varios otros fármacos se unen al dímero 
de tubulina y evitan que este forme polímeros. Estos incluyen a la 
podofilotoxina (del enebro) y al nocodazol (un fármaco sintético). 

El taxol, un alcaloide vegetal del árbol de tejo del Pacífico, se une 
a los microtúbulos contra la despolimerización. Dado que el taxol 
evita que las células se dividan inhibiendo la mitosis, se lo ha emplea- 
do para el tratamiento de algunos cánceres tales como el de mamas 
y ovarios, en los que las células son especialmente sensibles a estos 


fármacos. M 
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CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 18.2 


Dinámica de los microtúbulos 


(+) de los microtúbulos individuales pueden sufrir ines. 


* Los extremos Sia 
a, con períodos alternantes de crecimiento o encogi.- 


tabilidad dinámic 
miento rápido (véase Fig. 18-10). 

* La mayoría de la tubulina $ de los microtúbulos está unida a GDP Ey, 
los microtúbulos en crecimiento, los extremos (+) están encasquetados 
por la tubulina-GTP-$ y son romos O ligeramente extendidos. Los pj. 
crotúbulos que se encogen han perdido el casquete de tubulina B-GTp, 
lo que hace que los protofilamentos se desprendan y se desensamblen 


(véase Fig. 18-11). 
« Los microtúbulos en crecimiento almacenan la energía derivada de 
la hidrólisis del GTP en la red de microtúbulos, de modo que tienen el 


potencial de hacer trabajo cuando se desensamblan. 


« Los microtúbulos ensamblados a partir del centrosoma y que exhiben 
inestabilidad dinámica pueden “buscar” en el citoplasma para estruc- 
turas u orgánulos con dianas apropiadas y “capturarlos”, lo cual resulta 
en la estabilización del extremo (+) del microtúbulo. De este modo, el 
ensamblaje acoplado con la “búsqueda y captura” puede contribuir a la 
distribución general de los microtúbulos en una célula. 


18.3 Regulación de la estructura y dinámica 
de los microtúbulos 


La pared de los microtúbulos está construida a partir de dímeros de 
tubulina-afB y la tubulina-af8 muy purificada se ensamblará in vi- 
tro en microtúbulos. Pero el ensamblaje de los microtúbulos in vitro 
puede incrementarse en gran medida por la presencia de proteínas 
asociadas a los microtúbulos (MAP) que los estabilizan. Las MAP es- 
tabilizantes representan solo una clase de proteína que interactúa con 
la tubulina en los microtúbulos; otras clases desestabilizan los micro- 
túbulos o modifican sus propiedades de crecimiento. Analizaremos 
las diferentes clases en esta sección. La regulación de la estructura de 
los microtúbulos y de su dinámica es crítica para el adecuado funcio- 
namiento celular. Como veremos más adelante, los microtúbulos son 
los principales organizadores de los orgánulos en las células animales 
y su estabilidad y dinámica están adecuadas a la función específica de 
la célula en cualquier momento dado. Por ejemplo, la dinámica de 
los microtúbulos se incrementa notablemente cuando la célula entra 
en mitosis para permitir que esta construya una nueva organización 
microtubular, el huso mitótico. 


Los microtúbulos están estabilizados por proteínas 
que se unen a los lados 


Varias clases distintas de proteínas estabilizan a los microtúbulos, 
muchas de ellas mostrando una expresión específica para un tipo Ce- 
lular característico. Entre las mejor estudiadas está la familia de pro- 
teínas tau, que incluye a la propia tau y a las proteínas llamadas MAP2 
y MAPA. La tau y la MAP2 son proteínas neuronales, mientras que l 
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(a) 


FIGURA EXPERIMENTAL 18-13 El espaciamiento de los microtúbulos 
depende de la longitud del dominio de proyección de las proteínas 
asociadas a los microtúbulos. Las células de los insectos transfectadas 


para expresar MAP2 (que tiene un brazo largo) o para expresar la proteina tau 
(que tiene un brazo corto), desarrollan prolongaciones largas similares a los 
axones. (a) Fotomicrografías electrónicas de cortes transversales a través de la 
prolongación inducida por la expresión de MAP2 (izquierda) O tau (derecha) en 
células transfectadas. Nótese que el espaciamiento entre los microtúbulos (MT) 
en las células que contienen MAP2 es más grande que en las que contienen 
tau. Ambos tipos celulares contienen aproximadamente el mismo número de 
microtúbulos, pero el efecto de la MAP2 es aumentar el calibre de la prolonga- 
ción de tipo axónico. (b) Diagramas de asociación entre los microtúbulos y las 
MAP Nótese la diferencia en las longitudes de los brazos de proyección en la 
MAP? y la 19U. (Parte "a tomada de J Chen y cols, 1992, Nanure 360674 


MAPA es expresada por otros tipos celulares y en general no está pre- 
sente en las neuronas. Estas proteínas tienen un diseño modular con 
dos dominios clave. Un dominio consiste en una secuencia con Carga 
positiva de 18 residuos (los cuales se repiten de tres a cuatro veces) 
y se une a la superficie de la tubulina negativamente cargada. El se- 
gundo dominio se proyecta en ángulo recto a partir del tia 
(Fig. 18-13). Se cree que las proteínas tau estabilizan los microtúbulos 
y también actúan como espaciadoras entre ellos. La MAP2 se encuentra 


solamente en las dendritas de las neuronas, en las que forma puentes 


cruzados fibrosos entre los microtúbulos y vincula a estos con los fila- 


mentos intermedios. La tau, que Cs mucho más pequeña que la mayoría 
del resto de las MAP, está presente tanto en los axones como en las 
dendritas. La base de esta selectividad aún es un misterio. 
Cuando las MAP estabilizantes cubren la pared externa de un mi- 
crotúbulo, pueden incrementar la velocidad de crecimiento de los micro- 
túbulos o suprimir la frecuencia de las catástrofes. En muchos casos, la 


actividad de las MAP está regulada por la fosforilación reversible de su do- 
minio de proyección. Las MAP fosforiladas son incapaces de unirse a los 
microtúbulos, de modo que la fosforilación promueve el desensamblaje 
microtubular. Por ejemplo, la cinasa que regula la afinidad de los micro- 
túbulos (MARK/Par-1) es un modulador central de las proteínas tau. Al- 
gunas MAP, como la MAPA, también son fosforiladas por una cinasa de- 
pendiente de ciclina (CDK) que desempeña un papel central en el control 
de las actividades de las proteínas durante el ciclo celular (Capítulo 19). 


Las +TIP regulan las propiedades y funciones del 
extremo (+) de los microtúbulos 


Además de su participación en la unión lateral, como las proteínas 
tau, las MAP han sido identificadas en asociación con los extremos (+) de 
los microtúbulos. En muchos casos solamente se asocian con los extremos 
(+) en crecimiento, no en encogimiento (Fig. 18-14a,b). Las MAP de 
esta clase se conocen como +TIP, por su denominación en inglés (plus end 
tracking proteins). Si bien hay varios mecanismos por los cuales las +TIP 
reconocen el extremo (+) de un microtúbulo en crecimiento, se cree que 
la asociación de una +TIP principal llamada EB1 (por su nombre en in- 
glés, end-binding-1 o unión al extremo-1) lo hace a través de la interacción 
con una estructura única, la cual solo está presente en los microtúbulos 
en crecimiento (Pig. 18-14c). La característica única más obvia de un mi- 
crotúbulo en crecimiento es la naturaleza más roma de su extremo (+), de 
modo tal que tal vez esto es lo que reconozca la EB1. Sin embargo, la loca- 
lización de la EB1 se extiende mucho más atrás a lo largo del microtúbulo 
y no se limita solo al extremo con la terminal roma, sugiriendo que este 
modelo simple no está contándonos toda la historia. La mayoría de las 
otras +TIP se asocian con el extremo (+), ya sea uniendo la EB1 o requi- 
riendo EB1 para asociarse allí, y generalmente se dice que están “haciendo 
autostop” (“hitchicking”) sobre la EB1 (véase la Fig. 18-14d). 

Las +TIP son muy importantes en la vida de un microtúbulo, dado 
que pueden modificar sus propiedades de varias maneras. En primer 
lugar, las proteínas como la EB1 promueven el crecimiento de los mi- 
crotúbulos incrementando la polimerización en el extremo (+). En 
segundo lugar, otras +TIP pueden reducir la frecuencia de las catás- 
trofes, promoviendo de este modo el crecimiento de los microtúbu- 
los. Una tercera clase vincula al extremo (+) del microtúbulo con otras 
estructuras celulares, tales como la corteza celular, la F-actina y, como 
veremos más adelante durante nuestro debate acerca de la mitosis, los 
cromosomas; una característica clave de este sistema dinámico es que 
cuando está “buscando” crecimiento de microtúbulos y una +TIP en- 
cuentra una diana adecuada, el microtúbulo puede ser “capturado” y 
estabilizado. Aun otro tipo de +TIP vincula los extremos (+) de los mi- 
crotúbulos a las membranas; por ejemplo, la vinculación a la proteína 
del retículo endoplasmático transsmembrana STIM promueve la exten- 
sión dependiente de microtúbulos del retículo endoplasmático tubular 
(analizado en la Sección 18.4; véase Fig. 18-27). 


Otras proteínas que se unen a los extremos regulan 
el desensamblaje de los microtúbulos 


También existen mecanismos para incrementar el desensamblaje de los 
microtúbulos. Aunque la mayoría de la regulación de la dinámica de los 
microtúbulos parece ocurrir en el extremo (+), en algunas situaciones 
como la mitosis puede ocurrir en ambos extremos. 
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4) VIDEO: Visualización in vivo de extremos de microtúbulos por GFP-EB1 
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FIGURA EXPERIMENTAL 18-14 La proteína EB1 +TIP se asocia dinámi- 
camente con los extremos (+) de los microtúbulos. (a) Celula cultivada 
teñida con anticuerpos contra la tubulina (rojo) y la proteima £B1 +TIP (verde) 
La EB] está enriquecida en la región del extrerno (+) del microtúbulo. (b) Borde 
de una célula viva que expresa EB3-PFV (verde) y tubulima a: mCherry (rojo) 

La EB3, muy relacionada con la EB1, se encuentra en los extrernos de ciertos 
microtúbulos. (c) El complejo EB3-PFV se asocia selectivamente con los micro 
túbulos en crecimiento, como se ve en el llarmado "quirnógrafo" En esta figura 
se hizo un seguimiento de la dinámica de un microtúbulo individual (rojo) y 
uno EB3 (verde) en una célula viva que se muestra en (b), tomando la misrná 
región de fotografías secuenciales a partir de una película y haciendo un segu 


Se conocen varios mecanismos para la desestabilización de los mi- 
crotúbulos. Uno de ellos involucra a la familia de proteínas de la cinesi- 
na-13. Como analizamos en la Sección 18.4, la mayoría de las cinesinas 
son motores moleculares, pero las proteínas cinesina 13 son una clase 
diferente que se une y curva el extremo de los protofilamentos de tu 
bulina a la conformación GDP-B-tubulina. Estas facilitan entonces la 
eliminación de los dímeros de tubulina terminales, incrementando así 
en gran medida la frecuencia de las catástrofes (Fig. 18-15a). Actúan 


(d) 


Reconocimiento de 
EB1 estructura específica 
N del extremo (+) 


Vo, 


my] 


Otras +TIP que hacen 
autostop sobre la EB1 


miento desde la base hasta la parte superior En la parte Superior, puede verse 
el inicio de la pelicula con el microtúbulo encasquetado por la EB3 Bajando en 
la figura, puede seguirse la dinámica del microtúbulo en el tiempo, a medida 
que crece y se encoge Cuando el microtúbulo crece, permanece encasque 
tado por la EB3. Cuando el crecimiento del mic rotúbulo se detiene o este se 
encoge, la FB3 ya no está asociada con el extremo, sino que se reasocia cuando 
se reanuda el crecimiento. Resumen diagramático de la dinámica del micro 
túbulo. (d) Posible mecanismo por el cual la FB1 se une a un mic ratUbalo en 
crecirmiento y el modo en que otras proteínas pueden "hacer aut Pm p" sobre 
la EB1 [Partes [a] lc] cortesia del Dr A Akhmanova, Cell Biol y, Utrecht Universi E Netherl cele 
y "University, The Netherlands y 
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catalíticamente en el sentido de que requieren hidrolizar ATP para re- 
mover de modo secuencial los dimeros de tubulina terminales 
e « de 


Otra proteína, conocida como la estamina/Op18, también aumen 


ta la tasa de catástrofes. Originalmente se identificó como una proteí- 


) ¿ 23d i : 
e e aba, en gran medida, en ciertos cánceres; a esto 
se de e de s : : 
parte de su nombre (Oncoproteína 18). La estamina/Op18 es 


) - Í í 
una peseta proteina que une dos dimeros de tubulina en una con- 
formación curvada, similar a la GDP-B 


na que se sobreexpres 


-tubulina (Fig. 18-15b). Puede 
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FIGURA 18-15 Proteínas que desestabilizan los extremos de los 
microtúbulos. (a) Un miembro de la familia de la cinesina-13 enriquecido 
en los extremos del microtúbulo puede incrementar el desensamblaje de 
dicho extremo [aunque se muestra la despolimerización del extremo (+), la 
cinesina-13 también puede despolarizar el extremo (—)]. Éstas proteinas son 
ATPasas y el ATP incrementa su actividad al disociarlas del dímero de tubu- 
lina aLB. (b) La estamina se une selectivamente a protofilamentos curvos e 
incrementa su disociación desde el extremo del microtúbulo. La actividad 
de la estamina es inhibida por la fosforilación. 


funcionar incrementando la hidrólisis de GTP en el dímero terminal de 
la tubulina y ayudando en su disociación desde el extremo del micro- 
túbulo. Como podría esperarse para un regulador de los extremos de 
los microtúbulos, está sujeta a regulación negativa mediante la fosfo- 
rilación por una gran variedad de cinasas. De hecho, se ha encontrado 
que la estamina/Op18 es inactivada por fosforilación cerca del borde 
conductor de las células móviles, lo que contribuye al crecimiento pre- 
ferencial de los microtúbulos hacia el frente de la célula. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 18.3 
Regulación de la estructura y dinámica de los 
microtúbulos 

* Los microtúbulos pueden estabilizarse con proteínas que se asocian 
lateralmente a ellos (MAP) (véase Fig. 18-1 3). 
* Algunas MAP, llamadas +TIP, se unen select 


. > 4 ; ¿ 
(+) crecientes de los microtúbulos y pueden alterar . da del extre 
námicas de estos o localizar componentes para la búsqueda de 


mo (+) del microtúbulo (véase Fig. 18-14). 

* Los extremos de losamicrotúbulos pueden desestabilizarse por algunas 
proteínas, como la familia de la cinesina-13 y la Op18/estamina, para 
aumentar la frecuencia de las catástrofes (véase Fig. 18-15 ). 


ivamente a los extremos 
as propiedades di- 


18.4 Cinesinas y dineínas: proteínas 
motoras de los microtúbulos 


Los orgánulos de las células con frecuencia son transportados a lo largo 
de distancias de muchos micrómetros en rutas bien definidas del cito- 
plasma y entregados a ubicaciones intracelulares particulares. La difu- 
sión sola no puede dar cuenta de la velocidad, direccionalidad y destino 
de estos procesos de transporte. Los hallazgos hechos en experimentos 
iniciales con células pigmentadas de escamas de pescados y células ner- 
viosas demostraron por primera vez que los microtúbulos funcionan 
como vías en el transporte intracelular de varios tipos de “cargas”. 

Como ya hemos analizado, la polimerización y la despolimeriza- 
ción de los microtúbulos pueden operar empleando la energía propor- 
cionada por la hidrólisis de GTP. Además, las proteínas motoras se 
mueven a lo largo de los microtúbulos impulsadas por la hidrólisis de 
ATP. Se sabe que hay dos familias principales de proteínas motoras (ci- 
nesinas y dineínas) que median el transporte a lo largo de los micro- 
túbulos. En esta sección analizaremos el modo en que estas proteínas 
motoras operan y los papeles que desempeñan en las células en inter- 
fase. En secciones posteriores analizaremos sus funciones en los cilios y 
los flagelos, así como en la mitosis. 


Los orgánulos de los axones son transportados a lo 
largo de los microtúbulos en ambas direcciones 


Una neurona debe proporcionar constantemente nuevos materiales 
(proteínas y membranas) a las terminales axónicas, a fin de reabastecer 
aquellos que se han perdido en la exocitosis de los neurotransmisores 
en la unión (sinapsis) con otra célula (Capítulo 22). Dado que las pro- 
teínas y las membranas son primariamente sintetizadas en el cuerpo 
celular, estos materiales deben ser transportados a lo largo del axón, el 
cual en algunas neuronas puede incluso llegar a medir un metro hasta 
la región de la sinapsis. Este movimiento de materiales es llevado a cabo 
en los microtúbulos, que están orientados todos con sus extremos (+) 
hacia la terminal axónica (véase Fig. 18-5e). 

Los resultados de los experimentos clásicos de pulso y caza, en los 
cuales los precursores radioactivos se microinyectaron en los ganglios 
de la raíz dorsal cerca de la médula espinal y luego se siguieron en su re- 
corrido a lo largo de sus axones nerviosos, mostraron que el transporte 
axónico ocurre desde el cuerpo celular a lo largo del axón. Otros expe- 
rimentos mostraron que el transporte también puede ocurrir en direc- 
ción inversa, por ejemplo, hacia el cuerpo celular. El transporte anteró- 
grado procede desde el cuerpo celular hacia las terminales sinápticas y 
está asociado con el crecimiento axónico y la entrega de vesículas sináp- 
ticas. En la dirección opuesta, retrógrada, las membranas “viejas” de las 
terminales sinápticas se mueven a lo largo del axón rápidamente hacia 
el cuerpo celular, donde pueden ser degradadas en los lisosomas. Los 
hallazgos hechos en experimentos de este tipo también revelaron que 
diferentes materiales se mueven a velocidades diferentes (Fig. 18-16). 
El material que se mueve más rápido, las vesículas limitadas por mem- 
brana, tiene una velocidad de aproximadamente 3 m/s o 250 mm/día 
(por lo cual se requiere aproximadamente de cuatro días para que viaje 
desde un cuerpo celular de su espalda a lo largo de un axón que ter- 
mina en su pulgar del pie). El material que se mueve más lentamente 
comprende subunidades de tubulina y neurofilamentos (los filamentos 
intermedios que se encuentran en las neuronas), se mueve solo una 
fracción de milímetro por día. Los orgánulos como las mitocondrias se 
mueven a lo largo del axón a una velocidad intermedia. 
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FIGURA EXPERIMENTAL 18-16 La velocidad del transporte axónico in 
vivo puede determinarse mediante radiomarcación y electroforesis 

en gel. Los cuerpos celulares de las neuronas del nervio ciático se encuen- 
tran localizados en los ganglios de la raíz dorsal (cerca de la médula espinal). 
Los aminoácidos radiactivos inyectados a estos ganglios en animales de 
experimentación se incorporan a proteínas recién sintetizadas, que luego son 
transportadas a lo largo del axón hasta la sinapsis. Los animales se sacrifican en 
varios momentos después de la inyección y el nervio ciático seccionado se cor- 
ta en pequeños segmentos para ver qué tan lejos han sido transportadas las 
proteínas radiomarcadas; pueden ser identificadas después de electroforesis en 
gel y autorradiografía. Las manchas rojas, azules y púrpura representan grupos 
de proteínas transportadas a lo largo del axón a diferentes velocidades: las rojas 


con más rapidez y las púrpuras, con menos. 


Los neurobiólogos han hecho uso extensivo del axón gigante de 
calamar para estudiar el movimiento de los orgánulos a lo largo de los 
microtúbulos. Implicado en la regulación del sistema de propulsión de 
agua del calamar, el adecuadamente llamado axón gigante puede tener 
hasta 1 mm de diámetro, que es aproximadamente 100 veces más an- 
cho que un axón promedio de mamífero. Más aún, al apretar el axón 
como si fuera un tubo de dentífrico, se elimina el citoplasma (tam- 
bién conocido como axoplasma), lo cual puede ser observado luego 
por video microscopía. El movimiento de vesículas a lo largo de los 
microtúbulos en este sistema libre de células requiere ATP; su velocidad 
es similar a la del transporte axónico rápido en las células intactas y 
puede proceder tanto en dirección anterógrada como retrógrada (Fig. 
18-17a). La microscopia electrónica de la misma región del citoplas- 
ma del axón revela orgánulos unidos a microtúbulos individuales (Fig. 
18-17b). Estos experimentos pioneros in vitro establecieron en forma 
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La proteína responsable del transporte anterógrado de orgánulos fue 
purificada por primera vez a partir de extractos de axones. Los Une 
gadores encontraron que al mezclar tres Ep (los orgánulos 
purificados de axones de calamar, un extracto axónico citoplasmático 
libre de orgánulos y microtúbulos estabilizados por taxol), los orgánu- 
los podían verse moviéndose a lo largo de los microtúbulos en una ma- 
nera dependiente del ATP. Sin embargo, si se omitía el extracto axónico, 
los orgánulos nunca se unían ni se movían a lo largo de los microtúbu- 
los, sugiriendo que el extracto contribuye con una proteína que tanto 
une los orgánulos a los microtúbulos como los transporta a lo largo 
de ellos (es decir, una proteína motora). La estrategia para purificar 
la proteína motora se basó en observaciones adicionales de orgánulos 
que se movían sobre los microtúbulos. Se sabía que si el ATP era hidro- 
lizado a ADP, los orgánulos se desprendían de los microtúbulos. Sin 
embargo, si se añadía el análogo de ATP no hidrolizable AMPPNP, los 
orgánulos permanecían asociados a los microtúbulos pero no se mo- 
vían. Esto sugirió que el motor unía los orgánulos a los microtúbulos 
muy estrechamente en presencia de AMPPNP, pero luego era liberado 
de los microtúbulos cuando el AMPPNP se reemplazaba por ATP y 
se hidrolizaba seguidamente a ADP. Los investigadores emplearon esta 
pista para purificar el motor. 

La cinesina-1 aislada de los axones gigantes de calamar es un dí- 
mero de dos cadenas pesadas, cada una de las cuales está asociada con 
una cadena ligera, con un peso molecular total de aproximadamente 
380 000. La molécula comprende un par de dominios de la cabeza glo- 
bulares conectados por un dominio vinculante flexible corto a un tallo 
cos cl in dele 
minio lleva a cabo una función » a ligeras (Fig. 18-18), Cada do- 
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57) VIDEO: Movimiento de los orgánulos a lo largo de los microtúbulos en un axón de calamar 
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FIGURA EXPERIMENTAL 18-17 La microscopia CID demuestra el transpor- 
te in vitro de vesículas dependientes de los microtúbulos. (a) El citoplasma 
fue exprimido desde un axón gigante de calamar con un rodillo a un cubreob- 
jetos de vidrio. Después de añadir una solución amortiguadora COn ATP al pre- 
parado, se lo vio por microscopia de contraste de interferencia diferencial (CID) y 
se grabaron las imágenes en un videocasete. En las imágenes secuenc lales que 
se muestran, los dos orgánulos indicados mediante los triángulos abiertos y los 
sólidos se mueven en direcciones opuestas (señaladas por las flechas coloreadas 


RS O 
qe ES 


Orgánulos 


$ 


y A 


alo largo del mismo hlamento) uno sobre otro y continúan en sus direcciones 
originales. El tiempo transcurrido en segundos aparece en la esquina superior 
derecha de cada cuadro del video (b) Una región del citoplasma similar a la que 
se muestra en la parte (a) fue criosecada, sombreada por rotación con platino y 
visualizada al microscopio electrónico. Las dos estructuras grandes unidas a un 
microtúbulo son visibles y supuestamente constituyen pequeñas vesículas que 
estaban moviéndose a lo largo del microtúbulo cuando se congelo el preparado 
(vease BJ) Schnapp y col 185, 411403455. cortesia de BJ schnapp, R D 


vale, MP Sheets y | 5 Reese 
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FIGURA 18-18 Estructura de la cinesina-1. (a) Representación de la cinesi- 
na-1 que muestra sus dos cadenas pesadas enrolladas una con otra, cada una 
con un dominio motor en la región de la cabeza. Cada cabeza está unida al 
tallo de espiral enrollada mediante un dominio de un ligador vinculante flexi- 
ble. Dos cadenas ligeras se asocian con la cola de la cadena pesada. (b) Estruc- 
tura de rayos X de las cabezas de cinesina con los sitios que unen microtúbulo 
y nucleótido (y contienen ADP) indicados, incluyendo los ligadoress y el inicio 
de la región del tallo. (Parte [a] modificada de RL Vale. 2003, Cel/ 112.467 Parte (bo] cortesía de E 


Mandelkow y Eta Mandelrow, adaptado de M Thormalien y cols, 19098, ) Srruct Bro! 122 30 
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túbulos in vitro 


4) VIDEO: Transporte impulsado por cinesina-1 de vesículas a lo largo de los micro 


FIGURA 18-19 Modelo del transporte de vesículas catalizado 


por cinesina-1. Las moléculas de cinesina-1, unidas a receptores pre- Vesícula “y 

sentes en la superficie de la vesícula, las transportan desde el extremo | 

(=) al extremo (+) de un microtúbulo estacionario. Se requiere ATP para Receptor 

el movimiento. (Adaptado de R D Vale y cols, 1985, Cell 40-559 y 1 Schroer y cols, 1988 e emesini 
Cell Biol 107 1785,) 


Extremo (+) 


stacionario 


o 
(92) 


Microtúbul 


ón 


biología molecular. Actualmente, hay 14 clases conocidas de cinesinas 


en los animales, definidas por compartir homología de secuencias de 
aminoácidos con el dominio motor de la cinesina-1. Las proteínas de 


En presencia de ATP, pueden observarse microscópicamente cuen- 
tas en movimiento a lo largo de un microtúbulo en una dirección. Los 
investigadores encontraron que las cuentas cubiertas con cinesina-1 


siempre se movían desde el extremo (-) al (+) de un microtúbulo (Fig. 
18-19). Así, la cinesina-1 es una proteína motora de los microtúbulos 
dirigida hacia el extremo (+) y la evidencia adicional muestra que me- 
dia el transporte axónico anterógrado. 


la superfamilia de la cinesina están codificadas por aproximadamen- 
te 45 genes del genoma humano. Si bien las funciones de todas estas 
proteínas aún no han sido descubiertas, algunas de las cinesinas mejor 
estudiadas están implicadas en procesos tales como el transporte de 


orgánulos, de mRNA y cromosómico, el deslizamiento de los microtú- 
bulos y la despolimerización de estos. 

Como ocurre con las distintas clases de motores de miosina, en 
las distintas familias de cinesinas los dominios motores conservados 
se encuentran fusionados con una variedad de dominios no motores 
específicos de la clase (Fig. 18-20). Mientras que la cinesina-1 tiene dos 
cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas, los miembros 


Las cinesinas forman una gran familia de proteínas 
con funciones diversas 


Después del descubrimiento de la cinesina-1, una diversidad de pro- 
teínas con dominios motores semejantes fueron identificadas tanto 
en los ensayos de detección genéticos como empleando enfoques de la 
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FIGURA 18-20 Estructura y función de miembros seleccio- 
nados de la superfamilia de las cinesinas. | 3 cinesina |, que 
incluye la cinesina original aislada de los axones de calamar, es 
un motor de microtúbulos dirigido al extremo (+) implicado en 2 
el transporte de orgánulos. La familia de la cinesina-2 tiene dos $ 
cadenas pesadas distintas pero muy relacionadas y Una tercera : 
subunidad que transporta carga, esta clase también transporta 
orgánulos de modo dirigido hacia el extremo (+). La familia de la 
cinesina-5 tiene cuatro cadenas pesadas ensambladas de modo 
bipolar para interactuar con dos microtúbulos antiparalelos y e 
también se mueve hacia el extremo (+). Los miembros de la 
familia de la cinesina-13 tienen el dominio motor en el medio de 
sus cadenas pesadas y no tienen actividad motora pero deses- 
tabilizan los extremos de los microtúbulos (véase también la Fig 
18-15a). Los miembros adicionales de la familia de las cinesinas 
se mencionan en el texto. A distintas cinesinas se les han dado / 
“nombres muy distintos, MOSOTros empleamos la nomenclatura va 
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¿£- Deslizami 
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unificada descrita en C. J. Lawrence y cols, 2004, J. Cell Biol. 
Pe 167:19-22. (Diagramas modificados de R D Vale, 2003, Cell112:461 
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de la familia de la cinesina-2 (implicados también en el transporte de 
orgánulos) tienen dos dominios motores diferentes relacionados en la 
cadena pesada y un tercer polipéptido que se asocia con la cola y une 
la carga. Los miembros de la familia bipolar de la cinesina-5 tienen 
cuatro cadenas pesadas, que forman motores bipolares los cuales pue- 
den entrecruzar los microtúbulos antiparalelos y, al desplazarse hacia 
el extremo (+) de cada microtúbulo, se deslizan uno más allá del otro, 
Los motores de la cinesina-14 son la única clase conocida que se mueve 
hacia el extremo (—) de un microtúbulo; esta clase funciona en la mi- 
sosis. Un tipo adicional, el de la familia de la cinesina-13, tiene dos su- 
bunidades pero con el dominio de la cinesina conservado en el medio 
del polipéptido. Las proteínas cinesina-13 no tienen actividad motora, 
pero recuérdese que estas son proteínas especiales que hidrolizan ATP, 
las cuales pueden incrementar la despolimerización de los extremos de 
los microtúbulos (véase Fig. 18-15). 


La cinesina-1 es un motor muy procesivo 


¿De qué manera la cinesina-1 se mueve a lo largo de un microtúbulo? 
Las técnicas de marcaje con fluorescencia y atrapamiento óptico, si- 
milares a las empleadas para caracterizar la miosina (véanse las Figs. 
17-28, 17-29 y 17-30), se han empleado para estudiar el modo en que 
la cinesina-1 se mueve a lo largo de un microtúbulo y de qué manera la 
hidrólisis de ATP se convierte a trabajo mecánico. Estos experimentos 
demuestran que es un motor muy procesivo (al que le lleva cientos de 
pasos avanzar mano sobre mano a lo largo de un microtúbulo sin diso- 
ciarse). Durante este proceso, la molécula de dos cabezas realiza pasos 
de 8 nm desde un dímero de tubulina hasta el siguiente, siguiendo el 
sendero del mismo protofilamento en el microtúbulo. Esto implica que 
cada cabeza individual realiza pasos de 16 nm. Las dos cabezas operan 
de modo muy coordinado, de modo tal que una siempre está unida al 
microtúbulo. 

El ciclo del ATP del movimiento de la cinesina-1 se comprende más 
fácilmente considerando, en primer término, el ciclo justo después de 
que el motor ha dado un paso (Fig. 8-21a). En este momento, el motor 
tiene una cabeza líder sin nucleótidos (condición en la cual está fuerte- 
mente unida a un dímero de tubulina en un protofilamento) y una Ca- 
beza unida a ADP, que está débilmente asociada con el protofilamento. 
Entonces, el ATP se une a la cabeza líder (Fig. 18-21a, paso El) y esta 
unión induce un cambio de conformación en el dominio vinculante de 
modo tal que, en lugar de dirigirse hacia atrás, se balancea hacia ade- 
lante y “se fija” en su cabeza asociada. Este movimiento de balanceo da 
como resultado que el dominio vinculante rote hacia adelante y, dado 
que se encuentra unido hacia la cabeza rezagada, balancea la cabeza de 
arrastre como si lanzara a una bailarina de ballet- en posición para 
transformarse en la cabeza líder (Fig. 18-21a, paso El). La nueva cabeza 
líder encuentra al sitio de unión siguiente sobre el microtúbulo (Fig. 
18-21a, paso Bl y Fig. 18-21b). La unión de la cabeza líder al microtú- 
bulo induce a la cabeza líder a que libere ADP, mientras que la cabeza 
de arrastre hidroliza ATP a ADP y P, liberándolo (Fig. 18-2la, paso 
2). Ahora el ATP puede unirse a la cabeza conductora para repetir el 
ciclo y permitir que la proteína de otro paso a lo largo del microtúbulo. 
Hay dos características de este ciclo que aseguran que una cabeza pd 
pre está fuertemente unida al microtúbulo. En primer lugar, el dominio 
de la cabeza se une estrechamente al microtúbulo en los estados libres 
de nucleótido, ATP y ADP+P, pero se une débilmente en el estado ADP. 
En Segundo lugar, las dos cabezas se comunican (cuando la cabeza líder 


se une al microtúbulo y libera ADP, se convierte de un estado de unión 
débil a un estado de unión fuerte). Este mensaje es comunicado a la 
cabeza unida al ATP que está rezagada, fuertemente asociada con el mi- 
crotúbulo. Esta cabeza rezagada es estimulada para que hidrolice ATP, 
liberando P, y convirtiéndose a un estado de unión débil. Dado que 
este ciclo requiere que una cabeza siempre esté firmemente unida a un 
dímero de tubulina de un protofilamento, la cinesina-1 puede realizar 
miles de pasos a lo largo de un microtúbulo sin desasociarse y, por lo 
tanto, es excepcionalmente procesiva a medida que avanza sobre un 
microtúbulo. 

Cuando la estructura de rayos X de la cabeza de cinesina fue deter- 
minada, resultó sorprendente el hecho de que el núcleo catalítico tenga 
la misma estructura global que las miosinas (Fig. 18-22). Esto ocurre a 
pesar de que no hay conservación en la secuencia de aminoácidos entre 
ambas proteínas, lo cual constituye un fuerte argumento en favor de 
que la evolución convergente generó en dos ocasiones un pliegue que 
puede utilizar la hidrólisis de ATP para generar trabajo. Más aún, el 
mismo tipo de estructura tridimensional puede verse en las proteínas 
pequeñas que unen GTP, tales como la Ras, que sufren un cambio de 
conformación cuando se hidroliza el GTP (véase Fig. 15-7). 


Los motores de dineína transportan orgánulos 
hacia el extremo (-) de los microtúbulos 


Además de los motores de cinesina, que median primariamente el 
transporte anterógrado de los orgánulos dirigido hacia el extremo (+), 
las células emplean otro motor, la dineína citoplasmática, para trans- 
portar orgánulos de forma retrógrada hacia el extremo (—) de los mi- 
crotúbulos. Esta proteína motora es muy grande, está formada de dos 
subunidades grandes (> 500 kDa), dos subunidades intermedias y dos 
pequeñas. Es responsable del transporte retrógrado dependiente de 
ATP de los orgánulos hacia los extremos (—) de los microtúbulos en 
los axones, así como de muchas otras funciones que consideraremos en 
las secciones siguientes. Comparadas con las miosinas y las cinesinas, la 
familia de las proteínas relacionadas con la dineína no es muy diversa. 
Al igual que la cinesina-1, la dineína citoplasmática es una molécu- 
la de dos cabezas, construida alrededor de dos cadenas pesadas idénti- 
cas o casi idénticas. Sin embargo, dado el enorme tamaño del dominio 
motor, Ja dincína no ha sido tan bien caracterizada en términos de su 
actividad mecanoquímica. Una única cadena pesada de dincína con- 
siste en una diversidad de dominios distintos (Fig. 18-23). Consiste 
en un tallo, al cual se unen otras subunidades de la dineína y que se 
asocia con su carga a través de la dinactina (véase más abajo). La si- 
guiente parte de la cadena pesada es un enlazador que, como analiza- 
mos más adelante, desempeña una función crítica durante la actividad 
motora dependiente del ATP. Una gran parte de la cadena pesada de la 
dineína constituye la cabeza que contiene el dominio AAA ATPasa, el 
cual consiste en seis repeticiones que se ensamblan en una estructura 
con forma de flor, dentro de la cual radica la actividad de la ATPasa. 
Embebida entre la cuarta y la quinta repetición AAA, se encuentra el 
ligadores que sobresale de la estructura y contiene la región que se une 
a los microtúbulos. La microscopía electrónica, combinada con imáge- 
nes de rayos X logradas recientemente sobre la estructura de la cadena 
pesada de la dineína, proporciona una idea general del modo en que la 
dineína podría operar. Ántes de un golpe impulsor, el tallo se une a la 
región vinculante que se encuentra entre los dominios AAA y se asocia 
con la primera y tercera repetición AAA (Fig. 18-24a y b, paneles de la 
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%) ARCHIVOS DE AUDIO (INGLÉS): Movimiento de la cinesinas a lo largo del microtubulo 


ANIMACIÓN FOCALIZADA: Ciclo de pasos de la cinesina sobre los microtúbulos 


(a) 


Pedicelo de espiral enrollada 
Cuellos vinculantes 


Cabeza motora Microtúbulo 


al conformación que hace que el cuello 
vinculante oscile hacia adelante y se fije 
en la cabeza. Este movimiento balancea 
a la cabeza previamente rezagada para 
transformarse en la cabeza líder. 


La nueva cabeza líder encuentra 
un sitio de unión sobre el 
microtúbulo 16 nm por delante 
de su sitio previo. 


coordinadamente la cabeza 
v'  rezagada hidroliza ATP a ADP + Po 
El P se libera y la zona vinculante 
queda libre de la fijación. 


FIGURA 18-21 La cinesina-1 emplea ATP para “caminar” sobre un mi- 


crotúbulo. (a) En este diagrama, las dos cabezas de cinesina se muestran 

con dominios de unión coloreados de mado diferencial (arnarillo y rojo) Para 
distinguirlos. Se muestra el inicio del ciclo después de que la cines na ha dado 
un paso, con la cabeza lider fuertemente unida al microtúbulo y no por alaún 
nucleótido, mientras que la cabeza arrastrada está débilmente unida al micro 
túbulo y tiene ADP unido, La cabeza líder luego une ATP (paso MI; 
ce un cambio de conformación que hace que la región del ligadores amarillo 
oscile hacia adelante y se fije a su dominio de cabeza asociado arrastrando 
entonces a la cabeza rezagada hacia adelante (paso A). La nueva cabeza líder 
ahora encuentra un sitio de unión a 16 nm más adelante en el microtúbulo al 


o que indu- 


Cual se une débilmente (paso EJ). La cabeza líder ahora libera el ADP y se Une 
Ear mente a crotúhule i Al 
tuerteme nte al mic rotúbulo, lo cual hace que la cabeza rezagada hidrolice Al 
2 ADP y P (paso BD) El P se 


: bera y la cabeza arrastrada se convierte a un estado 
de unión débil y también | 


bera el dominio vine ulante o ligadores anclado E 
a Otro paso. (b) Modelo estructural de dos cabezas 0€ 
Unidas a un protofilamento de un microtúbulo. La cabeza 
'2Agana, a la izquierda, tiene ATP unido y se ha apartado de la otra cabeza €N 
a posición lider. Nótese de que manera el dominio vinculante (amarillo) está 


A rezagada, mieritras que el dominio vinculante (rojo) de la 
Cabeza lider aún está libre paro 00, Sesencr 288" 


ciclo ahora se repite par 
cnesina (púrpura) 


unido a la cabeza 


la rnodificada de R D Vale y R A Milligan, 20 
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Miosina 


Nucleótido 


izquierda). A través de la unión de ATP y su hidrólisis, el anillo AAA 
cambia de conformación ligeramente y el dominio vinculante se asocia 
con la primera y quinta repetición AAA. Este cambio de conformación 
rota la molécula para acercar el tallo y el ligadores, dando como resulta- 


Dominio de unión al 
microtúbulo 


(b) 
Región de unión a la dinactina 
Dineína intermediaria 
Tallo y cadenas ligeras 
Cabeza Región vinculante 
Pedicelo 


Dominio de unión al microtúbulo 


FIGURA 18-23 La estructura del dominio de la dineína citoplasmática. 
(a) La cadena pesada de la dineína, que consiste en más de 4000 residuos de 
aminoácidos, tiene varios dominios distintos. Siguiendo al tallo y a los dominios 
de ligadores, hay seis repeticiones AAA (en anaranjado, numeradas de 1 a 6) 

y el tallo y su dominio de unión al microtúbulo entre las repeticiones 4 y5.La 
proteína termina en el dominio helicoidal a. que sostiene al ligadores (b). Las 
seis repeticiones AAA adoptan una estructura semejante a la de los pétalos de 
una flor. De esta surge un dominio de ligadores de espiral enrollada con un 
sitio de unión a los microtúbulos en el extremo. Varias subunidades adicionales 
se asocian con la región del tallo y vinculan la dineína a la carga a través de la 
dinactina. (Modificado de R.D. Vale, 2003, Cell 112.467) 


Zona 
vinculante | 


FIGURA 18-22 Evolución 
estructural convergente de 
los núcleos de las cabezas de 
miosina y cinesina que unen 
ATP. Los núcleos catalíticos 
comunes de la miosina y de la 
cinesina se muestran en amarillo, 
el nucleótido en rojo, y el brazo 
de palanca (para la miosina-l1) asi 
como el dominio vinculante (para 
la cinesina-1) en púrpura claro. 
(Modificado de R. D. Vale y R. A. Milligan 2000 
Science 288:88) 


Cinesina 


N 


do el transporte de la carga hacia el extremo (—) del microtúbulo (Fig. 
18-24a y b, paneles de la derecha). 

A diferencia de lo que ocurre con la cinesina-1, la dineína citoplas- 
mática no puede mediar el transporte de carga por sí misma. En lugar 
de ello, el transporte relacionado con dineína en general requiere de la 
dinactina, un complejo proteico grande que simultáneamente une la 
dineína a su carga y regula su actividad (Fig. 18-25). La dinactina con- 
siste en 11 tipos distintos de subunidades, organizadas funcionalmen- 
te en dos dominios. Un dominio está construido alrededor de ocho 
copias de la proteína relacionada con actina, Arpl, que se ensambla 
en un filamento corto. El extremo que corresponde al (+) de este fi- 
lamento tiene un casquete formado por CapZ, la misma proteína de 
encasquetamiento que se une al extremo (+) de un filamento de actina 
(véase Fig. 17-12); varias subunidades están asociadas con el extre- 
mo (-). Este dominio que contiene Arpl es responsable de la unión 
de carga. El segundo dominio de la dinactina consiste en una proteína 
larga llamada p150““é, que contiene el sitio de unión a la dineína y 
también tiene un sitio de unión a un microtúbulo en un extremo. La 
dinamitina es una proteína que mantiene juntos a los dos dominios de 
la dinactina —la proteína dinamitina recibe su nombre porque cuando 
se sobreexpresa se disocia (o “estalla”), separando los dos dominios, 
transformándolos en un complejo no funcional-. Esta característica ha 
resultado de mucha utilidad experimentalmente, porque permitió a los 
investigadores identificar procesos que son dependientes de dineína- 
dinactina, los cuales están interrumpidos en células que sobreexpresan 
la dinamitina. El sitio de unión a los microtúbulos de la dinactina le 
permite estar laxamente unida a un microtúbulo a medida que el mo- 
tor de la dineína avanza a lo largo del microtúbulo (Fig. 18-25c), ayu- 
dando a que el complejo dinactina-dineína permanezca asociado con 
el microtúbulo. Así, las principales funciones de la dinactina son unirse 
a la carga y transformar a la dineína en más procesiva. 

¿De qué manera está regulada la dineína? Se ha encontrado que 
la subunidad p150*"*! de la dinactina se une a +TIP EB1, permi- 
tiendo que la dineína se asocie con el extremo (+) creciente de los 
microtúbulos. ¿Por qué la dineína se asociaría con los extremos 
(+) de los microtúbulos, si es un motor dirigido hacia el extremo 
(-)? Investigaciones recientes sugieren que cuando la dineína está 
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(a) Pregolpe impulsor 
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FIGURA 18-24 El golpe impulsor de la dineína. (a) Múltiples imágenes de 
moléculas de dineína purificadas de una sola cabeza, en sus estados previo al 
golpe impulsor y posterior a este, registrados mediante un microscopio elec 
trónico y luego promediados. La imagen de la izquierda muestra a la dineína 
en el estado ADP + P, que representa el estado previo al golpe impulsor y la 
imagen de la derecha la muestra en un estado posgolpe impulsor libre de 


asociada con el extremo (+) de los microtúbulos por medio de la 
interacción dinactina-EB1,se mantiene unida en una conforma- 
ción inactiva. Cuando el microtúbulo creciente alcanza la corteza 
celular, la dineína inactiva y la dinactina encuentran allí un acti- 
vador. Ahora la dineína se vuelve activa, asociándose con la cor- 
teza y traccionando sobre el microtúbulo que la hizo llegar hasta 
la corteza. Se ha mostrado que este mecanismo ayuda a orientar el 
huso mitótico en las levaduras y probablemente se aplique a otras 


situaciones también. 


(a) (b) 


Unión de 
la carga 


Unión de 
la dineína 


Unión del microtúbulo 


FIGURA 18-25 El complejo de dinactina que vincula la dineína a la 
carga. (a) Un dominio del complejo une la carga y está construido alrededor 
de un filamento corto, hecho por aproximadamente seis subunidades de la 
proteína Arp1 relacionada con la actina encasquetada por CapZ. Otro dominio 
consiste en la proteina p150*!*c que tiene un sitio de unión al microtúbulo 

en su extremo distal y también está implicada en unir dineína citoplasmática 
al complejo. La dinamitina mantiene las dos partes del complejo de dinactina 
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as imágenes combinadas con datos estruc- 


turales recientemente adquiridos, que muestran que el mecanismo de generz 
z as implica un cambio de orientación de la cabeza con relación al 
miento del ligadores que se une al microtúbulo. ip 


nucleótidos. (b) Comparación de l 
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a estructura de la dineina de A 


Además de la subunidad p150%%" reguladora de la dinactina, 
KA existen otros reguladores de la actividad de la dineína. Un grupo 
de proteínas, dos de las cuales son LIS1 y NudE, están implicadas en la 
regulación de la actividad de la dineína. La NudE une el intermediario 
de dineína y las cadenas ligeras a la LIS1 (Fig. 18-264). Luego, la LIS1 
interactúa con el dominio de ATPasa de la dineína para alargar el golpe 
impulsor, haciendo que este motor sea más procesivo en condiciones 
de elevada carga. Defectos de la LIS1 provocan la enfermedad fatal co- 
nocida como lisencefalia de Miller-Dieker (a partir de la cual la proteí- 


(c) 


Dineína 


Dinactina 


e (b) Fotomicrografía electrónica de una réplica en metal del compiejó 
cra nao del cerebro El miniflamento Arp1 (púrpura) y el brazo 

| ttina/p150%=* (Verde) son destacados. (c) Diagrama que muestfd 
e modo en que el complejo de dinactina y el de dineína pueden interactua! 
entre si y con un microtúbulo. (Par ó ) : 
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FIGURA EXPERIMENTAL 18-26 La proteína LIS1 regula la dineína y se 
requiere para el desarrollo del cerebro. (a) Modelo del modo en que NudE 
se asocia con la dineima para permitir que la LIS1 interactúe con el dominio 
ATPasa de la cadena pesada de la dineína. (b) Imágenes de resonancia 
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na tomó su nombre); lisencefalia significa “cerebro liso”, dado que los 
pliegues y surcos corticales faltan en los cerebros de los pacientes con 
esta enfermedad (Fig. 18-26b). Las mutaciones en la LIS1 resultan en 
defectos tanto en la mitosis como en la migración de las neuronas des- 
de la zona ventricular a la placa cortical en el desarrollo temprano, lo 
cual da como resultado el fenotipo de cerebro liso y defectos en el desa- 
rrollo mental, así como muchas otras anomalías. M 


Normal 


Genet 12:R89-R96.) 


(4) VIDEO: Transporte de las vesículas de secreción a lo largo de los microtúbulos 


VIDEO: Transporte de las vesículas de secreción a lo largo de lo 


FIGURA 18-27 Transporte de orgánulos por los 
motores de los microtúbulos. Las dineinas cito- 
plasmáticas (rojo) median el transporte retrógrado de 
orgánulos hacia el extremo (—) de los microtúbulos 
centro celular): las cinesimas (púrpura) median el 
transporte anterógrado hacia el extremo (+) (periferia 
celular). La mayoría de los orgánulos tienen uno O 

3s motores basados en microtúbulos asociados a 
ellos. Deberia notarse que la asociación de los moto- 
res con los orgánulos varía según el tipo celular, de 
modo que algunas de estas asociaciones pueden no 
existir en todas las células, mientras que otras que NO 
se muestran aquí también existen ERGIC = comparti- 
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magnética (IRM) de un cerebro normal y uno de un paciente Cor 
de Miller-Dieker, que carece de la función LIS1. Nótese la ausencia de pliegues 
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Las cinesinas y las dineínas cooperan en el 
transporte de orgánulos a través de la célula 
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Tanto los miembros de la familia de la dineína como los de la cinesina 
desempeñan papeles importantes en la organización dependiente de 
microtúbulos de los orgánulos en las células (Fig. 18-27). Dado que la 
orientación de los microtúbulos está determinada por el MTOC, la di- 


s microtúbulos desde el retículo endoplasmático hasta el Golgi 
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á) VIDEO: Agregación y dispersión de los gránulos de pigmento en los melanóforos de pez 


FIGURA 18-28 Movimiento de los gránulos de pigmento en los melanó- 
foros de rana. (a) Diagrama de la reorganización basada en microtúbulos de 
los melanosomas, de acuerdo con el nivel de CAMP Los melanosomas se agre 
gan por acción de la dineína citoplasmática y se dispersan por al cinesma-2 (b) 
Visualización de los melanosomas en el estado disperso, vistas al MICTOSCOPIO 
de inmunofluorescencia para los microtubulos (verde), el DNA nuclear (azul) y 


Y Gelland y 5 Rogers, http //mww 


los gránulos de pigmento (rojo). (Parte la] moditicacta de 


cellbio duke edu/kinesin/Pigment-aggregaton html Parte [b] tomada de 5 KOgers, vevww11Q ult edu 
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rección del transporte (hacia el centro de la célula o desde este) depen- 
de de la proteína motora. Por ejemplo, el aparato de Golgi se reúne en 
la vecindad del centrosoma, donde se encuentran los extremos (—) de 
los microtúbulos y es llevado allí por la dineína-dinactina. Además, la 
carga de secreción que surge del retículo endoplasmático es transporta- 
da al Golgi por la dincína-dinactina. Por el contrario, el retículo endo- 
plasmático se esparce a través del citoplasma y es transportado allí por 
la cinesina-1, que se mueve hacia los extremos periféricos (+) de los 
microtúbulos. Algunos orgánulos de la vía endocítica están asociados 
con dineína-dinactina; estos incluyen los endosomas y los lisosomas 
tardíos. Se ha demostrado que las cinesinas transportan mitocondrias, 
así como carga no membranosa, tal como mRNA específicos que codi- 
fican proteínas que deben estar localizadas durante el desarrollo. 

Hemos visto de qué modo la cinesina-1 transporta orgánulos de 
modo anterógrado a lo largo de los axones. ¿Qué le ocurre al motor 
cuando alcanza el extremo de un axón? La respuesta es que es transpor- 
tado nuevamente de modo retrógrado sobre orgánulos transportados 
por la dineína citoplasmática. Así, la cinesina-1 y la dineína pueden 
asociarse con el mismo orgánulo y debe existir un mecanismo que apa- 
gue un motor a la vez que activa otro, aunque estos mecanismos aún no 
se comprenden en su totalidad. 

Mucho de lo que sabemos acerca de la regulación del transporte 
de orgánulos dependiente de microtúbulos proviene de estudios que 
emplean peces (p. ej., el pez ángel) o los melanóforos de rana. Los me- 
lanóforos son células de la piel de los vertebrados que contienen cien- 
tos de gránulos de pigmento oscuro llenos de melanina, llamados me- 
lanosomas. Los melanóforos tienen o bien los gránulos de pigmento 
dispersos (en cuyo caso la piel se ve más oscura) o agregados en el 
centro, lo que hace ver la piel más clara (Fig. 18-28). Estos cambios en 
el color de la piel, mediados por los neurotransmisores en los peces y 
regulados por hormonas en las ranas, sirven para camuflar a los peces 
e incrementar las interacciones sociales de la rana. El movimiento 
de los gránulos está mediado por cambios en el cAMP intracelular y 
depende de los microtúbulos. Los estudios que investigan qué moto- 
res están involucrados han demostrado que la dispersión de los grá- 
nulos de pigmento requiere cinesina-2, mientras que la agregación 
requiere dineína-dinactina citoplasmática. Las primeras pistas acerca 
del modo en que podrían estar coordinadas estas actividades, provi- 
nieron del hallazgo de que la sobreexpresión de la dinamitina inhibía 

el transporte de los gránulos en ambos sentidos. Este sorprendente 
resultado fue explicado cuando se encontró que la dinactina se une 
no solamente a la dineína citoplasmática, sino también a la cinesina-2 
(pudiendo coordinar la actividad de ambos motores). 

La asociación de la dineína y la cinesina-2 con el mismo orgá- 
nulo no está limitada a los melanosomas; recientemente, se ha su- 


842 


(a) 
e 


Bajo YN , Y | Es 


Alto Á 2. 
cAMP 7 / 
SY Y 

AD 


Melanosomas agregados 


40 / á a O 


Melanosomas dispersos 


(b) 


gerido que estos motores podrían cooperar para localizar de modo 
apropiado los endosomas/lisosomas tardíos y las mitocondrias en 
algunas células. Así, el concepto de que los orgánulos pueden tener 
diversos motores asociados con ellos no es la excepción, sino un 
tema emergente. 


Las modificaciones de la tubulina distinguen 
diferentes microtúbulos y sus motores de 
accesibilidad 


La estabilidad y las funciones de diferentes clases de microtúbulos se 
ven afectadas por modificaciones postraduccionales. Si bien se han de- 
tectado múltiples tipos de modificaciones, restringimos nuestro análi- 
sis a las que se comprenden mejor —la acetilación de la lisina, la desti- 
rosilación, la poliglutamilación y la poliglicilación (Fig. 18-29a)- y sus 
consecuencias funcionales. 

Dos de estas modificaciones se encuentran solo en la tubulina QU 
y están ausentes en la tubulina f3. La primera es la acetilación del gru- 
po amino € de un residuo específico de lisina de una tubulina UL que 
se encuentra en el interior del microtúbulo; los microtúbulos con esta 
lisina acetilada se hallan en estructuras estables de microtúbulos tales 
como los centríolos, los cuerpos basales y los cilios primarios (los cilios 
primarios se tratan en la Sección 18.5). De hecho, las células incapaces 
de acetilar tubulina tienen cilios primarios defectuosos, mientras que 
aquellas en las que la acetilación no puede eliminarse resultan en cilios 
primarios de estabilidad inusual. La segunda modificación de la tubu- 
lina Qt se relaciona con su tirosina C-terminal. Esta tirosina puede ser 
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FIGURA EXPERIMENTAL 18-29 Las modificaciones postraduccionales 
de la tubulina afectan la estabilidad y función de los microtúbulos. (a) 
Estructura de la tubulina ar y B que muestra los sitios de acetilación de la lisina 
de la superficie interna del microtúbulo, así como la poliglutamilación, poligli- 
alación y destirosilación sobre la superficie externa. Cabe destacar que se cree 
que la poliglutamilación y la poliglicilación son mutuamente excluyentes, de 
modo tal que no ocurririan normalmente al mismo tiempo. (b) Los microtu- 


específicamente eliminada por una carboxipeptidasa que funciona solo 
cuando se encuentra unida a la superficie de los microtúbulos, donde 
elimina secuencialmente las tirosinas C-terminales de subunidades de 
tubulina 1. Estos microtúbulos destirosilados son más estables, dado 
que son más resistentes a la despolimerización por parte de las despo- 
limerizadoras de la familia de la cinesina-13. Más aún, en las células en 
migración estos microtúbulos más estables generalmente se orientan 
hacia el frente de la célula. Cuando un microtúbulo estable se despo- 
limeriza, la subunidad de tubulina or del dímero af tiene una tirosina 
C-terminal añadida nuevamente por la acción de una tirosina ligasa 
que solo actúa sobre la tubulina soluble y el dímero de tubulina 0. 
ahora puede ser empleado por un nuevo microtúbulo. 

Las regiones C-terminales de las tubulinas O y $ son muy ricas en 
residuos de ácido glutámico y hay enzimas específicas que pueden modi- 
ficarlos, Nuevamente, estas modificaciones se producen solo después del 
ensamblaje del microtúbulo. Las colas pueden ser modificadas por poli- 
glutamilación, en la que se vincula una cadena de residuos de ácido glutá- 
Mico a un residuo de glutamato específico, o se someten a poliglicilación, 
donde una cadena de residuos de glicina se añade a un residuo diferente 
de glutámico, En la actualidad se cree que estas dos modificaciones pue- 
den ser mutuamente excluyentes, de modo tal que si una subunidad de 
'ubulina es modificada por poliglicilación, está protegida de la poligluta- 
milación y viceversa, Al igual que las otras modificaciones, la poligluta- 
Milación puede incrementar la estabilidad de los microtúbulos. 

Estas modificaciones postraduccionales de la tubulina no solo afec- 
tan la estabilidad de los microtúbulos, sino que también pueden afectar 
“ Capacidad de los motores moleculares de interactuar con estos (Fig. 
529b). La cinesina-1 se asocia preferencialmente con microtúbulos 

Strosilados y acetilados, lo cual puede ser importante para reclutar 


(b) 


bulos destirosilados se orientan preferentemente hacia el borde conductor de 
una célula en movimiento, Una célula que migra hacia la derecha está teñida 
para microtúbulos totales (rojo) y destirosilados (verde). La imagen resultante 
muestra los microtúbulos destirosilados enriquecidos hacia el frente de la 
célula en amarillo, que resulta de una combinación del rojo y el verde [parte (a) 
modificada de J W. Hamond, D Car y K. J Verhey, 2008, Curr Opin Cell Bro! 20 71-76 Parte (b) cortesia de 


Greg Gundersen] 


este motor para el transporte axónico de las neuronas. Como mencio- 
namos en la Figura 18-5e, las neuronas tienen diferentes organizacio- 
nes microtubulares en sus dendritas y axones. Los microtúbulos del 
axón son estabilizados por acetilación y destirosilación, y esto permite 
que la cinesina-1 se asocie preferencialmente con ellos para el transpor- 
te axónico. La poliglutaminación tiene un papel clave en la agitación de 
los cilios y flagelos que analizaremos en la siguiente sección. 

La investigación que esclareció los efectos de las modificaciones 
postraduccionales de la tubulina sobre la función de los microtúbulos y 
los motores basados en ellos es muy reciente; es de esperar que futuros 
estudios revelen múltiples “códigos” que distingan diferentes clases de 
microtúbulos y los especialicen para funciones específicas. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 18.4 


Las cinesinas y las dineínas: proteínas motoras 

de los microtúbulos 

* La cinesina-1 es un motor dependiente de ATP dirigido al extremo 
(+) que transporta orgánulos unidos a la membrana (véase Fig. 18-19). 


* La cinesina-1 consiste en dos cadenas pesadas, cad 
tiene un dominio motor N-terminal y 
cian con la carga (véase Fig. 18-18). 


a una de las cuales 
dos cadenas ligeras, que se aso- 


* La superfamilia de la cinesina incluye motores que funcionan en cé- 
lulas en interfase y en mitosis, transportando orgánulos y deslizando 
microtúbulos antiparalelos uno sobre otro. La superfamilia incluye una 


clase, la de la cinesina-13, que no es móvil pero desestabiliza los extre- 
mos de los microtúbulos (véase Fig. 18-20) 
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* La cinesina-1 es un motor altamente procesivo porque coordina la 
hidrólisis de ATP entre sus dos cabezas, de modo tal que una cabeza 
siempre está firmemente unida a un microtúbulo (véase Fig. 18-21). 


* La dineína citoplasmática es un motor dependiente de ATP dirigido 
al extremo (-) de los microtúbulos que se asocia con el complejo de la 
dinactina para transportar carga (véase Fig. 18-25). 


* Las cinesinas y las dineínas se asocian en muchos orgánulos diferentes 
para organizar su localización en las células (véase Fig. 18-27). 


* Las modificaciones postraduccionales de la tubulina pueden afectar 
la estabilidad de los microtúbulos y regular su habilidad de interactuar 
con los motores basados en microtúbulos. 
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FIGURA 18-30 Organización estructural de cilios y flagelos. (3) Los 0160" 
y flagelos se ensamblan a partir de un cuerpo basal, una estructura ( onstrulda 
alrededor de nueve tripletes de microtúbulos vinculados. Continuos COn OS 
microtúbulos A y B del cuerpo basal, se encuentran los tubulos A y B del axo 
nema (el núcleo rodeado de membrana de los cilios y Ñagelos) Entre el Cuerpo 
basal y el axonema, está la zona de transición. El diagrama y 105 Cortes trar á 
versales acompañantes del cuerpo basal, la zona de transición y el axonema 
muestran sus estructuras complejas. (b) Corte fino de un corte transversal de | 
un cilio (sin membrana plasmática) con un diagrama que muestra lá identidad 
de las estructuras. (Parte la] modificada de 5 * Dutcher 2001, Curr Cel! Rol 13:49 54 
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18.5 Cilios y flagelos: estructuras de superficie 


icrotúbulos 

construidas sobre microtúbu 
gaciones unidas a la membrana, relacio. 
as en microtúbulos que sé proyectan desde muchos pro- 
2 las células animales. En la superficie de epi- 

lios específicos se encuentran abundantes cilios móviles, tales como 
- ys de . . 
ceci a tráquea, donde se baten en un movimiento ondulado 


orquestado para mover fluidos. Los flagelos de las células animales, que 
más largos que los cilios pero tienen una estructura muy semejan- 
son más l: S hr 0 
te, pueden impulsar una célula (tal como el espermatozoide) a través 
, 


Los cilios y flagelos son prolon 
nadas y basad 
tozoarios y la mayoría de 


los que tapizan | 
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1 medio líquido. Los cilios y los conti 
del med ] ) flagelos contienen muchos motores 


1 microtúbulos diferentes: las dine; 
microtúbulos diferentes: las dineínas axonémicas son res- 


basados el 
nonsables del movimiento de los flagelos y los cilios, mientras que las 
cinesinas-2 y la dineína citoplasmática son responsables del ensamblaje 
y recambio de flagelos y cilios. 

-rilincuvflagaelos ) ¡ . 

d s y flagelos eucariontes contienen largos 

inhlatas de microtúl ¡ 
dobletes d crotúbulos vinculados por puentes 
de motores de dineína 

Los cilios y los flagelos tienen longitudes que van desde unos pocos 


micrómetros hasta más de 2 mm en algunos flagelos de espermatozoides 
de insectos. Poseen un haz de microtúbulos centrales, denominado axo- 
nema, que consiste en en la configuración llamada 9 + 2 de nueve doble- 
tes de microtúbulos los cuales rodean un singlete central, ultraestructu- 


8-30a,b). Cada uno de los nue- 
A con 13 protofilamentos 
). Todos los 


ralmente distinto de microtúbulos (Fig. 1 
ve dobletes externos contiene un microtúbulo 
y un microtúbulo B con 10 protofilamentos (véase Fig. 18-4 
los tienen la misma polaridad: los extre- 
al. En su punto de unión en la 
sal, una estructura com- 
(véase Fig. 18-30). 
onjuntos de 


microtúbulos de los cilios y flage 
mos (+) están localizados en la punta dist 
célula, el axonema se conecta con el cuerpo ba 
plicada que contiene nueve tripletes de microtúbulos 

La estructura del axonema se mantiene unida por tres € 
entrecruzamientos proteicos (véase Fig. 18-30b). Los dos microtúbu- 
los del singlete central están conectados entre sí por puentes periódi- 
cos, al igual que los peldaños de una escalera. Un segundo conjunto de 
vinculadores, compuestos por la proteína nexina, une los microtúbulos 
de los dobletes externos adyacentes. Las espigas radiales se proyectan 
desde cada túbulo A de los dobletes externos hacia el par central. 

La proteína motora principal presente en cilios y flagelos es la dineí- 
na axonémica, una proteína grande, de múltiples subunidades, relacio- 
nada con la dineína citoplasmática. Hay dos filas de motores de dineína 
unidas periódicamente a lo largo de cada uno de los túbulos A de los 
microtúbulos de los dobletes externos; estos se denominan como dineína 
del brazo interno y del brazo externo (véase Fig. 18-30b). Estos motores 
de dineína que interactúan con el túbulo B del doblete adyacente son los 


que mantienen la capacidad de curvarse de los cilios y los flagelos. 


El batimiento de los cilios y flagelos se produce por 
el deslizamiento controlado de los microtúbulos de 


los dobletes externos 


Los cilios y los flagelos son estructuras móviles porque la activación 
de los motores de dineína axonémicos induce su curvatura. Un examen 
de cerca de esta movilidad empleando video microscopía revela que 
la curvatura comienza en la base del cilio y del flagelo, propagándose 
Juego a lo largo de la estructura (Fig. 18-31). Una pista acerca de cómo 
ocurre esto provino de estudios de axonemas aislados. En los experi- 
mentos clásicos, los axonemas se trataron suavemente con una proteasa 
que escinde exactamente en la zona de la unión de la nexina. Cuando 
se añadió ATP a los axonemas tratados, los microtúbulos del doblete se 
deslizaban uno sobre otro, a medida que la dineína (unida al túbulo A 
de un doblete) “caminaba” hacia abajo en el túbulo B del doblete adya- 
cente (Fig. 18-32b,c). En un axonema con uniones de nexina intactas, 
la acción de la dineína induce la curvatura flagelar en tanto los dobletes 
de microtúbulos se conecten unos con otros (Fig. 18-32a). 


FIGURA EXPERIMENTAL 18-31 Video microscopia que muestra los movi- 
mientos flagelares que impulsan los espermatozoides y las Chlamydo- 
monas hacia adelante. En ambos casos, las células se están moviendo hacia la 
izquierda. (a) En el flagelo típico de espermatozoide, sucesivas olas de curvatura 
originadas en la base se propagan hacia el extremo; estas ondas empujan contra 
el agua e impulsan la célula hacia adelante. Capturada en esta secuencia de 
exposición múltiple, una onda en la base del espermatozoide del primer cuadro 
(arriba) se ha movido en posición distal, a mitad de camino a lo largo del flagelo 
3| llegar al último cuadro. Un par de cuentas de oro del flagelo se ven deslizarse 
a medida que la curvatura se mueve a través de su región. (b) El batimiento de 
los dos flagelos de las Chlamydomonas ocurre en dos etapas, llamadas impulso 
efectivo (tres cuadros superiores) e impulso de recuperación (cuadros restantes) El 
impulso efectivo empuja el organismo a través del agua. Durante el impulso de 
recuperación, una onda de curvatura diferente se mueve hacia afuera desde la 


base de los flagelos, empujándolos a lo largo de la superficie de la célula hasta 
que alcancen la posición para iniciar otro impulso « fectiv ¿ agitación Ocurre 
-omúnmente de 5-10 veces por segundo. (Parte [al tomada de € Erokas 

114(6): 
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FIGURA 18-32 La curvatura de los cilios y los flagelos está mediada por 


(a) nat 2mi dineina axonémica unida a un tubulo A de un 
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das con una proteasa y se añade ATP para inducir la actividad de la dineína, los 
das con u asa y S ] . 
dobletes de microtúbulos se deslizan uno sobre Otro (0) Cea elec 
JIetes o ] ralado con proteasas 
Dineína y sr trónica de dos dobletes de microtúbulos en un axonema l o la sas, 
A Ñ -ia de proteínas de entrecruzamiento, los microtúbu- 
axonémica incubado con ATP En ausenct orse brazos de dineína pr 
los del doblete se deslizan excesivamente. Pueden verse Ñ los B del d bla ó 
yectándose desde los túbulos A e interactuando con los túbulos B del doblete de 


ll parte (c) cortesia de P Satir 
ortesía de Wallace Marshall; parte (c) cortesia de P Satir] 


La activación de la dineína 

curva los dobletes de 

microtúbulos microtúbulos izquierdo [parte (a) 
El motor avanza 
hacia el extremo 
(-) restringido 
por las uniones 
de nexina 


Aún no se comprende por completo el modo en que los subconjun- 
tos específicos de dineína se activan y de qué modo A onda 
de activación a lo largo del axonema, pero podrían pap en esto las 
modificaciones postraduccionales de la tubulina. Recuérdese la Sección 
18.4 que las modificaciones postraduccionales de la wulioa pueden 
afectar las interacciones entre los microtúbulos y las proteínas motoras. 
Los túbulos B de los dobletes del axonema externo con frecuencia están 
poliglutamilados y esta modificación afecta intensamente la interacción 
de la dineína del brazo interno con el túbulo B. Dado que los motores de 
dineína del brazo interno afectan principalmente la forma de la onda del 
batimiento de los cilios, este aspecto de la función de ellos se encuentra 
comprometido en mutantes incapaces de ser poliglutamilados. 


El transporte intraflagelar mueve el material 
hacia arriba y hacia abajo en los cilios y flagelos 


Si bien la dineína axonémica está implicada en la curvatura de los flage- 
los, recientemente se ha observado otro tipo de movilidad. El examen 
cuidadoso de los flagelos en las algas verdes biflageladas Chlamydomo- 
nas reinhardtii, mostró la presencia de partículas citoplasmáticas en 
da movimiento a una velocidad constante de - 2,5 m/s hacia el extremo 
have quellos:mieratúbulos del flagelo (movimiento anterógrado) y el de otras partículas, que se 
se deslicen uno sobre otro movían aproximadamente a — 4 m/s desde el extremo hacia la base 
(movimiento retrógrado). Este transporte se conoce como tramspor- 
te intraflagelar (TIF) y ocurre tanto en los cilios como en los flagelos. 
Las microscopías óptica y electrónica demostraron que las partículas 
se mueven entre los microtúbulos del doblete externo y la membrana 
plasmática (Fig. 18-33). El análisis de mutantes de las algas demostró 
que el movimiento anterógrado es impulsado por la cinesina-2 y el re- 
trógrado por la dineína citoplasmática. 

Las partículas que en el TIE son transportadas de modo anteró- 
grado y retrógrado en los flagelos de las Chlamydomonas se han aisla- 
do y se ha determinado su composici 
proteicos distintos, llamados com 
fenotipos de las células que tiene 
Dineína axonémica > plejos A o B, se h 

e 


Ón. Consisten en dos complejos 
plejos TIF A y TIE B, Al analizar los 
n mutaciones que afectan los com- 


B, se ha encontrado que el complejo B es necesario para el 
transporte TIF anterógrado, mientr 


para el transporte TIF retrógrado. 
ción, ambos complejos son transp 
los componentes de las partículas TIF tie 
mos que contengan cilios tales como los 
fruta, los ratones y los seres humanos, pe 
en los genomas de las levaduras y de las 
sugiriendo que son específicas para TIF. 


(c) 


nen su homólogo en organis- 
nematodos, las moscas de la 
rO estas partículas no existen 
plantas que carecen de cilios, 
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FIGURA 18-33 Transporte intraflagelar. (a) Las partículas son transporta- 
das entre la membrana plasmática y los microtúbulos del doblete externo. El 
transporte de partículas al extremo depende de la cinesina-2, mientras que el 
transporte hacia la base está mediado por la dineína citoplasmática. (b) Una 


¿Cuál es la función del TIF? Dado que todos los microtúbulos tie- 
nen sus extremos crecientes (+) en la punta del flagelo, este es el sitio 
en el cual se añaden nuevas subunidades de tubulina y proteínas es- 
tructurales de los flagelos. Más aún, incluso en las células de los flagelos 
de longitud uniforme, los microtúbulos se recambian y el ensamblaje 
y el desensamblaje ocurren en las puntas de los flagelos. En las células 
que carecen de cinesina-2 los flagelos se encogen, lo cual sugiere que el 
TIF transporta nuevo material al extremo para el crecimiento. Dado 
que el TIF es un proceso que ocurre en forma continua, ¿qué ocurre 
a las moléculas de cinesina-2 cuando llegan al extremo, y desde qué 
lugar provienen los motores de dineína que transportan las partículas 
en forma retrógrada? Notablemente, la dineína es llevada al extremo 
como una carga en partículas que se mueven de modo anterógrado 
impulsadas por la cinesina-2 y luego la cinesina-2 se transforma en 
una carga cuando las partículas son transportadas nuevamente hacia 


la base por la dineína. 


Los cilios primarios son orgánulos sensoriales 


de las células en interfase 


Muchas células de los vertebrados contienen Un cilio solitario, no mó- 
vil, conocido como cilio primario. El cilio primario es una estructura 
estable, mucho más resistente a fármacos como la colchicina que des- 
Ensambla a la mayoría de los microtúbulos; después del tratamiento 


fotomicrografía electrónica de corte Áno muestra las partículas TIF en un corte 
de un flagelo de Chlamydomonas. (Parte [b] tomada de ). L. Rosenbaum y GB Whitman, 2003, 
Nature Rev Mol Cell Biol 3:813:825.) 


con colchicina, los únicos microtúbulos remanentes son los que se 
encuentran en los centríolos y en el cilio primario (véase Fig. 18-12). 
Más aún, la tubulina del cilio primario está muy acetilada, de modo tal 
que emplear anticuerpos que reconozcan específicamente la tubulina O. 
acetilada permite identificar con rapidez al cilio primario individual de 
cada célula en interfase (Fig. 18-34a). 

Las células diferenciadas en forma terminal y las células en división 
en interfase contienen cilios primarios y, en el último caso, la presencia 
del cilio está vinculada con el ciclo de duplicación de los centríolos (que 
se trata en la Sección 18.6), situación en la que el centríolo “más viejo” 
funciona como el cuerpo basal para el ensamblaje del cilio (Fig. 18-34b). 

El cilio primario es una estructura no móvil porque carece del par 
central de microtúbulos y de los brazos laterales de la dineína (Fig. 18- 
34c). Trabajos recientes han llevado al descubrimiento de que el cilio pri- 
mario es, en realidad, un orgánulo sensorial que actúa como la “antena” 
de la célula, detectando señales extracelulares. Por ejemplo, el sentido del 
olfato se debe a la unión de los odorantes a receptores localizados en el 
cilio primario de las neuronas sensoriales olfativas de la nariz (véase el 
Cap. 22). En otro ejemplo, los conos y los bastones del ojo tienen un cilio 
primario con un extremo muy expandido para acomodar las proteínas 
implicadas en la fotorrecepción. La proteína retiniana opsina se mueve a 
lo largo del cilio a aproximadamente 2 000 moléculas por minuto, trans- 
portada por la cinesina-2 como parte del sistema TIF. Defectos en este 
sistema de transporte causan degeneración de la retina. 
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FIGURA 18-34 Muchas células en interfase contienen un cilio pri- (ciclo actual) 
mario no móvil. (a) Fotomicrografía de fluorescencia de células epiteliales 
de ratón teñidas con anticuerpos contra la tubulina a acetilada (verde) Tipo silvestre Mutante 
que marca los cilios primarios; contra pericentrina (magenta), que tiñe el (d) ñ y rs war 
centrosoma; y contra 20-1 (rojo), que marca las uniones estrechas que e, p Ps y 
7 p «a . 


rodean a cada una de las células. (b) Diagrama que ilustra el modo en que 
la presencia del cilio primario está ligado a los centriolos, uno de los cuales 
Sirve como cuerpo basal. (c) Diagrama que muestra un corte a través de 
un cilio primario no móvil, exhibiendo la carencia del par de microtúbulos 
centrales y los brazos de dineína típicos de los cilios y los flagelos móviles 
(d) Fotomicrografías electrónicas de barrido de células epiteliales de un 
túbulo colector de riñón de un ratón silvestre (izquierda) y un ratón mutan- 
te defectuoso en un componente de las partículas TIF. Las flechas apuntan 
hacia los cilios primarios, que son cortos en el ratón mutante. (Parte [a] conesia 


de Wallace Marshall Partes [b] y [c] modificadas de H Ishikavea y W F Marshall, 2011, Nature Rev Mol 


Cell Bio! 12.222-234 Parte [d] tomada de G Pazour y cols, 2000 el! B101 151. 709-719 


Los defectos en los cilios primarios son la base 
de muchas enfermedades 


Ki Durante muchos años, se ignoró la existencia y la función del ci- 
lio primario. Sin embargo, esta situación ha cambiado notable- 
mente en la última década, período durante el cual se apreció que los 
defectos en el transporte intraflagelar dan como resultado la pérdida de 
los cilios primarios en los ratones (Fig. 18-34d) y se han seguido enfer- 
medades de defectos en los cilios primarios y el TIF. Una de las prime- 
ras pistas provino del descubrimiento de que la pérdida en los mamífe- 
ros de una proteína homóloga del TIF de una Chlamydomonas, resulta 
en defectos en el cilio primario que provocan la enfermedad renal po- 
liquística dominante autosómica (ADPKD). Se cree que los cilios pri- 
marios de las células epiteliales del túbulo colector renal actúan como 
sensores mecanoquímicos que miden la velocidad del flujo de líquido 
por el grado en el cual este provoca su curvatura. En otro ejemplo, los 
pacientes con el sindrome de Bardet-Biedl tienen degeneración retinia- 
na, polidactilia (del griego “muchos dedos”) y obesidad; el síndrome 
puede ser provocado por mutaciones en cualquiera de los 14 genes y ha 
sido rastreado hasta defectos en el funcionamiento de los cilios prima- 
rios. Muchos de estos genes codifican subunidades del BBsoma, un 
complejo octomérico que forma una cubierta con elementos estructu- 
rales en común con las cubiertas COPI, COPII y de clatrina, y que 
transporta proteínas de la membrana a los cilios. Si bien los defectos en 
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muchos de los componentes del BBsoma no afectan la estructura del 
cilio primario en sí, dan como resultado una pérdida de receptores es- 
pecíficos de la membrana que son entregados al cilio primario por la 
interacción del BBsoma con el aparato TIE Por ejemplo, la polidactilia 
que se ve en los pacientes con síndrome de Bardet-Biedl se debe a una 
pérdida de la señalización Hedgehog localizada (véase Cap. 16) en el 
cilio primario, necesaria para que se formen adecuadamente los patro- 
nes durante la embriogénesis. IM 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 18.5 


Cilios y flagelos: las estructuras de superficie 
construidas sobre microtúbulos 


* Los cilios móvi 
Ke S móviles y los flagelos son estructuras de la superficie celular 
asadas en mi 3 : , 
crotúbulos, con un par central característico de microtl- 


bulos en singlete y nueve conjuntos de microtúbulos en doblete exter- 
nos (véase Fig. 18-30). 


* Todos los cili : j 
slos cilios y flagelos crecen a partir de los cuerpos basales, estruc- 


turas con nuev ] | ; 
e conjuntos de microtúbulos en tripletes externos y MUY 
relacionados con los centríolos 
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. Las dineínas axonémicas unidas al túbulo A sobre un microtúbulo 
en doblete, interactúan con el túbulo B de otro para curvar los cilios 
y los flagelos. 


«Los cilios y los flagelos tienen un mecanismo, el transporte intrafrage- 
lar (TIF), para llevar materiales a sus extremos por acción de la cinesi- 
na-2 y desde el extremo nuevamente a la base por acción de la dineína 
citoplasmática. Este transporte regula la función y longitud de los cilios 
y los flagelos. 


, Muchas células tienen sobre su superficie un cilio primario único no 
móvil, que carece del par central normal de microtúbulos y de los bra- 
zos de dineína laterales de los cilios móviles. El cilio primario funciona 
como un orgánulo sensorial, en el que los receptores para las señales 
extracelulares se localizan en su membrana plasmática. Debido a su 
función sensorial, muchas enfermedades resultan de defectos en la lo- 
calización del receptor o en la estructura del cilio primario en sí. 


18.6 Mitosis 


De todos los eventos que permiten la existencia y perpetuación de la 
vida, quizá el más crítico es la capacidad de la célula de duplicarse con 
precisión y luego segregar sus cromosomas en cada división celular en 
forma confiable. Durante el ciclo celular, un proceso estrechamente 
regulado que se analizará en el Capítulo 19, las células duplican sus 
cromosomas con precisión una vez durante un período conocido 
como fase S (por fase de síntesis del DNA). Cuando se han duplicado 
los cromosomas individuales, estos se mantienen juntos por proteínas 
llamadas cohesinas. Las células luego atraviesan un período llamado G, 
(que toma su nombre de Gap, o intervalo 2) antes de entrar en mito- 
sis, el proceso por el cual los cromosomas duplicados se segregan a las 
células hijas. Este proceso debe ser muy preciso —la pérdida o ganan- 
cia de un cromosoma puede ser letal para la célula (en cuyo caso con 
frecuencia no se detecta) o generar complicaciones graves para esta—. 
Se estima que una levadura solo detenta una segregación errónea de 
sus 16 cromosomas cada 100 000 divisiones celulares, lo cual hace de 
la mitosis uno de los procesos más precisos de la biología. Para lograr 
esta precisión, es esencial que el proceso esté muy regulado, de modo 
tal que proceda en una serie de pasos ordenados y que no se cometan 
errores. El momento y los mecanismos que aseguran la fidelidad del 
proceso están estrechamente controlados por circuitos del ciclo celu- 
lar que analizamos en detalle en el Capítulo 19. Aquí, limitaremos el 
análisis de este circuito en tanto se aplique a los microtúbulos y a la 
mecánica de la mitosis. 


Los centrosomas se duplican tempranamente 
en el ciclo celular en preparación para la mitosis 


Para separar los cromosomas durante la mitosis, las células duplican 
sus MTOC (sus centrosomas) de modo coordinado con la duplicación 
de sus cromosomas en la fase S (Fig. 18-35). Los centrosomas duplica- 
dos se separan y se transforman en los dos polos del huso mitótico. El 
Número de centrosomas en las células animales debe estar cuidadosa- 
mente controlado. De hecho, muchas células tumorales tienen más de 
dos centrosomas, lo que contribuye a la inestabilidad genética, dan- 


Xu 


FIGURA 18-35 Relación de la duplicación de los centrosomas con el 
ciclo celular. Después de que el par de centríolos parentales (verde) se separa 
ligeramente, un centríolo de la célula hija (azul) brota de cada uno y se alarga 
Hacia G. el crecimiento de los centríolos hijos está completo, pero los dos 

pares permanecen dentro del mismo complejo centrosómico. Tempranamente 
en la mitosis, el centrosoma se divide y cada par de centríolos migra a lados 
opuestos del núcleo. La cantidad de material pericentriolar y la actividad para 
nuclear el ensamblaje de los microtúbulos aumentan en gran medida en la 
mitosis. En ella, estos MTOC son llamados polos del huso. 


do como resultado la segregación inadecuada de cromosomas y así, la 
aneuploidía (números desiguales de cromosomas). Las razones por las 
cuales la aneuploidía da como resultado el cáncer se analizarán con 
detalle en el Capítulo 24. 

A medida que las células entran en mitosis, la actividad de los dos 
MTOC (su capacidad para nuclear microtúbulos) se incrementa mu- 
cho, a medida que acumulan más material pericentriolar. Dado que los 
microtúbulos que radian desde estos dos MTOC ahora parecen estre- 
llas, con frecuencia se los llama ásteres mitóticos. 


La mitosis puede dividirse en seis fases 


La mitosis se ha dividido en varias etapas para facilitar su descripción 
(Fig. 18-364), pero en realidad es un proceso continuo. Aquí revisamos 
los principales eventos de cada etapa. 

La primera etapa de la mitosis, llamada profase, está caracterizada 
por un número de eventos coordinados y notables. En primer lugar, la 
disposición de los microtúbulos en la interfase es reemplazada a medida 
que los centrosomas duplicados se vuelven más activos en la nucleación 
de microtúbulos. Esto proporciona dos sitios de ensamblaje para los 
microtúbulos dinámicos que forman los ásteres mitóticos. Adicional- 
mente, la dinámica de los microtúbulos en crecimiento se incrementa 
debido a cambios en las actividades de los +TIP en sus extremos (+). 
Los dos ásteres se mueven luego hacia lados opuestos del núcleo por ac- 
ción de los motores bipolares de cinesina-5 (véase Fig. 18-20), los cua- 
les empujan a los microtúbulos que unen a los ásteres, separándolos. 
Los centrosomas separados se transformarán en los dos polos del huso 
mitótico, la estructura microtubular que separa los cromosomas. En 
segundo término, la síntesis proteica pasa de ser dependiente de CAP a 
ser independiente de CAP (véase Cap. 4, Fig. 4-24) y el orden interno 
de los sistemas de membrana, que normalmente depende de la dispo- 
sición de los microtúbulos en la interfase, se desensambla. Adicional- 
mente se detienen la endocitosis y la exocitosis y los microfilamentos 
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4) ANIMACIÓN FOCALIZADA: Mitosis 


VIDEO: El baile de los cromosomas: microscopia de la mitosis en células cultivada 
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FIGURA 18-36 Etapas de la mitosis. (a) Los paneles superiores muestran 
etapas en las células PtK2 en cultivo, teñidas de azul para DNA y de verde para 
tubulina. Los diagramas inferiores muestran el modo en que las diferentes 
etapas y eventos ocurren en la célula. La mitosis es un proceso continuo y 
simplemente se ha dividido en etapas para facilitar su descripción. (b) Partes 
de cromosomas condensados en la mitosis. El cromosoma duplicado tiene dos 
cromátidas hermanas (cada una es doble hélice de DNA), que se mantienen 
Juntas por cohesinas en una región estrecha, llamada centrómero. El centró- 
mero también es el sitio de formación del cinetocoro, que hace las uniones 
con los microtúbulos del cinetocoro. (Parte [a] fotomicrografías cortesía de T Wittmann) 
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generalmente se redistribuyen para dar lugar a una célula redondeada. 
En el núcleo, el nucléolo se degrada y los cromosomas comienzan a 
condensarse. Las cohesinas que mantienen juntos a cada par de cro- 
mosomas duplicados (o cromátidas hermanas tal como se las llama 
en esta etapa) se degradan, excepto en la región centromérica, donde 
ambas cromátidas hermanas permanecen unidas por cohesinas intac- 
tas (Fig. 18-36b). También durante la profase se ensamblan estructuras 
especializadas llamadas cinetocoros, que se transformarán en sitios de 
unión de microtúbulos y se unirán en la región centromérica de cada 
cromátida hermana. Como analizaremos en más detalle en el Capítulo 
19, todos estos eventos están coordinados por un rápido incremento en 
la actividad del complejo ciclina mitótica-CDK, que es una cinasa que 
fosforila múltiples proteínas. 

La siguiente etapa de la mitosis, la prometafase, es iniciada por la 
ruptura de la envoltura nuclear y de los poros nucleares, así como por 


el desensamble de la lámina nuclear formada por lámina. Los micro- 
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polos del huso. 


Cap. 19). La actividad del CPA/C (a través de varios pasos intermedios) 
finalmente conduce a la destrucción de las cohesinas que mantenían 
juntas a las cromátidas hermanas, de modo tal que ahora cada cro- 
e ser traccionado a su polo respectivo por los 
cinetocoro. Este movimiento se conoce como 
un movimiento separado y diferente: el mo- 
so para alejarse uno del otro, en un proceso 
ora que los cromosomas se han separado 
ento en que se vuelve a formar la envol- 
e descondensan y la célula es separada 
ontráctil durante la citocinesis. 


mosoma separado pued 
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anafase A. También ocurre 
vimiento de los polos del hu 
conocido como anafase B. Ah 
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El huso mitótico contiene tres clases 
de microtúbulos 


Antes de analizar los mecanismos implicados en el notable proceso de 
la mitosis, es importante comprender las tres clases distintas de mi- 
crotúbulos que emanan de los polos del huso, que es donde lodos sus 
extremos (-) están insertos. La primera clase son los microtúbulos as- 
trales, que se extienden desde los polos del huso hasta la corteza de 
la célula (Fig. 18-37). Al interactuar COn la corteza, los microtúbulos 
astrales llevan a cabo su función crítica de orientar el huso con el eje 
de la división celular. La segunda clase, los microtúbulos de cinetocoro, 
funcionan por un mecanismo de búsqueda y captura para vincular los 
Polos del huso a los cinetocoros de los pares de cromátidas hermanas. 
Durante la anafase A, los microtúbulos del cinetocoro transportan los 
cromosomas recién separados a SUS respectivos polos. El tercer con- 


junto de microtúbulos, denominados microtúbulos polares, se extien- 
, 


Reensamblaje de la envoltura nuclear 
y ensamblaje del anillo contráctil 


Nueva formación de la disposición de 
microtúbulos en interfase. El anillo contráctil 
forma un pliegue de separación 


de desde cada cuerpo de polo del huso hacia el opuesto e interactúan 
juntos en modo antiparalelo. Dichos microtúbulos son responsables 
inicialmente de empujar los centrosomas duplicados, separándolos 
durante la profase; seguidamente mantienen la estructura del huso y 
finalmente separan los polos del huso en la anafase B. 

Nótese que todos los microtúbulos en cada mitad del huso simétri- 
co tienen la misma orientación, excepto algunos microtúbulos polares, 
que se extienden más allá del punto medio y se interdigitan con micro- 
túbulos polares del polo opuesto. 


La dinámica de los microtúbulos aumenta 
notablemente en la mitosis 


Aunque hemos dibujado imágenes estáticas de las etapas de la mitosis, 
los microtúbulos en todas las etapas de este proceso son muy dinámicos. 
Como analizamos previamente, a medida que las células entran en mi- 
tosis la capacidad de sus centrosomas para nuclear el ensamblaje de mi- 
crotúbulos se incrementa significativamente (véase Fig. 18-35). Además, 
los microtúbulos se vuelven mucho más dinámicos. ¿Cómo fue deter- 
minado esto? En principio, se podría observar los microtúbulos y seguir 
sus conductas individuales. Sin embargo, en general, hay demasiados 
microtúbulos en un huso mitótico para hacer esto. Para obtener un va- 
lor promedio de cómo es la dinámica de los microtúbulos, los investiga- 
dores introdujeron tubulina marcada fluorescentemente en las células, 
que se incorpora al azar a todos los microtúbulos. Luego blanquearon la 
marca fluorescente en una pequeña región del huso mitótico y midieron 
la velocidad a la cual la fluorescencia retorna mediante una técnica lla- 
mada recuperación de la fluorescencia después del fotoblanqueado (FRAP) 
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(a) 


FIGURA 18-37 Los husos mitóticos tienen tres clases distintas de 
microtúbulos. (a) En esta fotomicrografía electrónica de alto voltaje los 
microtúbulos se tiñeron con anticuerpos antitubulina, marcados con biotina 
para aumentar su tamaño. Los grandes objetos cilíndricos son cromosomas 
(b) Diagrama esquemático que corresponde a la célula en metafase en (a). El 
aparato mitótico está formado por tres conjuntos de microtúbulos (MT). Todos 


(véase Fig. 9-21). Dado que la recuperación de la fluorescencia se debe 
al ensamblaje de nuevos microtúbulos a partir de dímeros de tubulina 
fluorescentes, esto representa la velocidad primaria a la cual los micro- 
túbulos se recambian. En un huso mitótico, su vida media es aproxi- 
madamente 15 segundos, mientras que en una célula en interfase, es 
aproximadamente 5 minutos. Debería notarse que estas son mediciones 
globales y que los microtúbulos individuales pueden ser más estables o 
más dinámicos, como veremos. 

¿Qué hace a los microtúbulos más dinámicos durante la mito- 
sis? Como hemos analizado previamente, la inestabilidad dinámica es 
una medida de las contribuciones relativas de las tasas de crecimien- 
to, las tasas de encogimiento, las catástrofes y los rescates (véase Fig. 
18-9). El análisis de la dinámica de los microtúbulos in vivo muestra 
que la dinámica incrementada de los microtúbulos individuales en la 
mitosis se genera mayormente por el aumento de las catástrofes y la 
disminución de los rescates, con escaso cambio en las velocidades de 
crecimiento (p. ej., alargamiento) o encogimiento (es decir, acorta- 
miento). Los estudios hechos con extractos de ovocitos de rana sugi- 
rieron que el principal factor que incrementa las catástrofes tanto en 
la interfase como en los extractos mitóticos es la despolimerización 
por las proteínas cinesina-13. Esto puede verse en un ensayo in vitro, 
en el cual el ensamblaje de los microtúbulos a partir de tubulina pura 
está nucleado desde centrosomas purificados (Fig. 18-38a). Si se aña- 

de cinesina-13 al ensayo, se forman muchos menos microtúbulos. Sin 
embargo, si una proteína estabilizadora asociada a los microtúbulos 
(denominada XMAP215) se añade con la cinesina-13, se forman mu- 
chos microtúbulos debido a una notable reducción en las frecuencias 
de las catástrofes. Resulta así que la actividad de la cinesina-13 no se 
modifica de modo significativo durante el ciclo celular, mientras que 
la actividad de la XMAP215 se inhibe por su fosforilación durante la 
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los microtúbulos tienen sus extremos (-) en los polos. Los microtúbulos de 
los ásteres se proyectan hacia la corteza y están ligados a ella. Los microtúbu- 
los del cinetocoro están conectados con los cromosomas. Los microtúbulos 


polares se proyectan hacia el centro de la célula y sus extremos distales (+) se 
superponen. El polo del huso y los microtúbulos asociados se conocen tam- 


bién como áster mitótico. (Parte [a] cortesía de J. R Mcintosh) 


mitosis (Fig. 18-38b). Esto resulta en microtúbulos mucho más ines- 
tables (más dinámicos), a medida que la célula entra en la mitosis 


(Fig. 18-38c). 


Los ásteres mitóticos son separados por la 
cinesina-5 y orientados por la dineína 


A medida que se forman los dos ásteres mitóticos, se generan micro- 

túbulos interdigitados de polaridad opuesta entre ellos. Durante la 

profase, la cinesina-5 bipolar interactúa con los microtúbulos anti- 

paralelos y, al moverse hacia el extremo (+) de cada microtúbulo, se 
desliza separándolos y consiguientemente alejando a los dos ásteres. 
El motor dirigido al extremo (—), la dineína citoplasmática también 
puede contribuir a la separación de los ásteres, así como a orientar al 
huso adecuadamente en la célula. La dineína lleva a cabo estas acciones 
asociándose con la membrana plasmática y traccionando de los micro- 
túbulos nucleados a partir de los ásteres mitóticos. Como veremos en 
breve, este mismo mecanismo es empleado para alargar el huso duran- 
te la anafase B (véase Fig. 18-42). 


Los cromosomas son capturados y orientados 

durante la prometafase 

Los cinetocoros, las estructuras que median la unión entre los cromo- 
somas y los microtúbulos, se ensamblan sobre cada cromátida herma- 
na en una región llamada centrómero. El centrómero es una región 
estrechada del cromosoma condensado, definida por un secuencia 
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complejos proteicos para facilitar la vinculación entre el DNA cen- 
tromérico y los microtúbulos. En las células animales, el cinetocoro 
consiste en una capa de DNA centromérica y capas internas y exter- 
nas del cinetocoro, en la que los extremos (+) de los microtúbulos del 
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FIGURA 18-39 Estructura de un cinetocoro de mamífero. Diagrama y 
fotomicrografía electrónica de un cinetocoro de mamífero. (Modificada de 8 McEwez 


/<ols. 1998, Chromosoma 107:266, cortesía de B McEwen 
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FIGURA EXPERIMENTAL 18-38 La dinámica de 
los microtúbulos se incrementa en la mitosis 
debido a la pérdida de una MAP estabilizante. 
(a) Estos tres paneles muestran la capacidad del 
centrosoma de ensamblar microtúbulos a partir 
de tubulina pura (izquierda); tubulina y la proteina 
desestabilizadora cinesina-13 (centro); o tubulina 
cinesina-13 y la proteína estabilizante XMAP215 

(la MAP de Xenopus de 215 kD) (derecha). Un aná- 
lisis adicional muestra que el principal efecto de 

la XMAP215 es suprimir las catástrofes inducidas 
por la cinesina-13. (b) La dinámica aumentada de 
microtúbulos en mitosis se debe a la inactivación 
de la XMAP215 por fosforilación. (c) Diagrama 
relacionado con las diferentes estabilidades de los 
microtúbulos en la interfase y la mitosis. Nótese 
que la adición de estabilidad diferencial entre la 
interfase y la mitosis, la capacidad de los MTOC de 
nuclear microtúbulos, también se incrementa nota- 
blemente durante la mitosis. (Parte [a] tomada de Kinoshita 
y cols, 2001, Science 294 1340-1343. Parte [b] tomada de Kinoshita y 


cols., 2002, Trends Cell Biol 12. 267-273 


cinetocoro terminan en la capa externa (Fig. 18-39). Los cinetocoros 
de las levaduras están unidos por un único microtúbulo a su polo del 
huso, los cinetocoros humanos están unidos por aproximadamente 
30 y los cromosomas vegetales, por cientos. 
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¿De qué manera un cinetocoro se une a los microtúbulos en la pro- 
metafase? Los microtúbulos nucleados a partir de los polos del huso 
son muy dinámicos y cuando contactan con el cinetocoro lateralmente 
O En su extremo, puede provocarse la unión al cromosoma (Fig. 18-40a, 
pasos IB] y IB). Los microtúbulos “capturados” por los cinetocoros son 
estabilizados selectivamente reduciendo el nivel de catástrofes, promo- 
viendo así la posibilidad de persistencia de la unión. 


4) VIDEO: Dinámica de los microtúbulos en la mitosis 
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ANIMACIÓN FOCALIZADA: Dinámica de los microtúbulos 
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FIGURA 18-40 Captura y congregación de los cromosomas en la pro- 
metafase. (a) En la primera etapa de la prometafase los cromosomas se unen, 
o bien al extremo de un microtúbulo (RED) o bien al lado de este (3. Luego, el 
cromosoma es traccionado hacia el polo del huso por la dineína-dinactina aso- 
ciada con uno de los cinetocoros del cromosoma, a medida que este motor se 
mueve hacia el extremo (-) del microtúbulo (EY. Finalmente, un microtúbulo del 
polo opuesto encuentra el cinetocoro libre y se une a él, diciéndose ahora que 
el cromosoma está biorientado (EY) Una vez que algunos cromosomas están 
biorientados, otros que tienen una interacción cinetocoro-polo ya establecida 
usan el CENP-E/cinesina-7 en su cinetocoro libre para ayudar a orientar (1). Lue- 
go, los cromosomas biorientados se mueven a un punto central entre los polos 
del huso, en un proceso conocido como congregación cromosómica. Nótese 
que durante estos pasos, los brazos de los cromosomas señalan hacia afuera 
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intercambio para Ran GT Pasa se Su a los cromosomas, generando de 
este modo una elevada la emad local de Ran-GT?P en la cercanía 
de los cromosomas. Dado que la enzima que estimula la hidrólisis de 
Grp sobre Ran (la Ran GAB) está distribuida uniformemente en el 
citosol, esto genera Un gradiente de Ran-GTP centrado en los cromo- 
somas. La Ran-GTP induce la asociación de factores de estabilización 
de los microtúbulos presentes en el citosol con el microtúbulo, dando 
como resultado un incremento en el crecimiento de los microtúbulos 
y, de este modo, sesga el crecimiento de los microtúbulos nucleados a 
partir de los polos del huso hacia los cromosomas. 

Una vez que un cinetocoro se ha unido en posición lateral o termi- 
nal a un microtúbulo, la proteína motora dineína-dinactina se asocia 
con el cinetocoro para mover al cromosoma duplicado a lo largo del 
microtúbulo hacia el polo del huso. Finalmente, esto resulta en una 
unión final del microtúbulo a un cinetocoro (Fig. 18-40a, paso EJ). 
Este movimiento ayuda a orientar a la cromátida hermana, de modo 
tal que el cinetocoro no ocupado del lado opuesto señala hacia el polo 
distal del huso. Finalmente, un microtúbulo del polo distal capturará 
al cinetocoro libre; en este momento, se dice que el par de cromátidas 
hermanas está biorientado (Fig. 18-40a, paso El). Con los dos cineto- 
coros unidos a polos opuestos, el cromosoma duplicado ahora está 
bajo tensión, siendo traccionado en ambas direcciones por los dos con- 
juntos de microtúbulos de los cinetocoros. Cuando uno o unos pocos 
cromosomas se encuentran biorientados, los otros cromosomas em- 
plean estos microtúbulos de cinetocoros existentes para contribuir a 
su orientación y movimiento hacia el centro del huso. Esto es mediado 
por la cinesina-7 (conocida también como CENP-E) asociada con el 
cinetocoro libre, que mueve al cromosoma hacia el extremo (+) del 
microtúbulo del cinetocoro (Fig. 18-40, paso EJ). 


Los cromosomas duplicados son alineados por 
motores y por la dinámica de los microtúbulos 


Durante la prometafase, los cromosomas se ubican en el punto 
medio entre los dos polos del huso, en un proceso conocido como 
congregación de los cromosomas. Durante este proceso, los pares de 
cromosomas biorientados con frecuencia avanzan y retroceden osci- 
lando hasta llegar al punto medio. La congregación de los cromosomas 
involucra la actividad coordinada de varios motores basados en los mi- 
crotúbulos, junto con reguladores del ensamblaje y desensamblaje de 
ellos (Fig. 18-40b). Estos reguladores se localizan en los cinetocoros, 
pero se comprende escasamente el modo en el que se mantienen en 
este lugar dado (no son parte de los complejos estables del cincetocoro, 
que se describen en la sección siguiente). La conducta oscilatoria de los 
cromosomas implica el alargamiento de los microtúbulos unidos a un 
cinetocoro y el acortamiento de los unidos al otro, todo esto sin perder 
sus adhesiones. En los metazoarios existen varios motores basados en 
los microtúbulos y asociados a los cinetocoros que contribuyen a este 
proceso. En primer lugar la dineína-dinactina provee la fuerza más in- 
tensa que tracciona al par de cromosomas hacia el polo más distante. 
Este movimiento requiere el acortamiento simultáneo del microtúbulo 
Que se incrementa por la cinesina-13 localizada en el cinetocoro. Los 
Microtúbulos asociados con el otro cinetocoro tienen que crecer a me- 
dida que el cromosoma se mueve. En este cinetocoro se encuentra an- 
clada la cinesina 7 que es un motor relacionado con la cinesina, que se 
Mantiene en el extremo en crecimiento (+) del microtúbulo que está 
Alargándose. También contribuye a la congregación otra cinesina, la ci- 


nesina-4, que se asocia con los brazos del cromosoma. La cinesina-4 es 
un motor dirigido al extremo (+) que interactúa con los microtúbu- 
los polares para traccionar los cromosomas hacia el centro del huso. 
Cuando los cromosomas se han congregado en la placa de metafase, 
se libera la dineína-dinactina desde los cinetocoros y se desplaza por 
los microtúbulos del cinetocoro hasta los polos. Estas diferentes acti- 
vidades y fuerzas opuestas operan en conjunto para llevar a todos los 
cromosomas hasta la placa de metafase, momento en el cual la célula 
está lista para la anafase. 


El complejo pasajero de los cromosomas regula 
la unión de los microtúbulos al cinetocoro 


Hemos mencionado que la segregación de los cromosomas en la mi- 
tosis debe ser muy precisa, de modo que resulta crucial que todos los 
cromosomas estén biorientados antes de que se inicie la anafase. Du- 
rante el proceso de unión al azar cinetocoro-microtúbulo, es posible 
que se cometan errores; por ejemplo, ambos cinetocoros de un par de 
cromátidas hermanas podrían unirse a los microtúbulos desde el mis- 
mo polo del huso. Si estas uniones persistieran durante la metafase, el 
resultado sería una célula con un cromosoma de menos y otra con uno 
de más, ambas alteraciones letales. Las células cuentan con dos meca- 
nismos importantes para asegurarse que todos los cromosomas estén 
adecuadamente biorientados antes de que se inicie la anafase. 

El primero de los mecanismos asegura que las interacciones entre 
los cinetocoros y los microtúbulos sean débiles mientras se produce la 
biorientación. Cuando un cromosoma está correctamente biorientado, 
se produce tensión a lo largo del cromosoma y esta hace que se estabi- 
lice la unión entre el cinetocoro y el microtúbulo. Para comprender el 
modo en que esto opera, necesitamos mirar con mayor detalle los com- 
ponentes moleculares que vinculan el cinetocoro con el microtúbulo. 
Como hemos analizado en el Capítulo 6, los cinetocoros se ensamblan 
en regiones del DNA cromosómico marcadas por una variante de la 
histona H3 específica del centrómero, llamada CENP-A. Esta marca el 
sitio de ensamblaje del cinetocoro, que es un proceso muy complicado. 
Se ha demostrado que aproximadamente media docena de diferentes 
complejos estables proteicos, constituidos por más de 40 proteínas dis- 
tintas se asocian con esta región centromérica en las levaduras. Esen- 
cialmente todos estos complejos proteicos están conservados en los 
seres humanos, lo cual no resulta sorprendente dada la importancia 
fundamental de los cinetocoros. Uno de ellos (el complejo Ndc80) es 
largo y flexible, y muchas copias de él unen el cinetocoro interno con el 
extremo (+) del microtúbulo, en una disposición del tipo de una man- 
ga (Fig. 18-41a). La función del Ndc80 y muchos de los factores aso- 
ciados en el cinetocoro están regulados por el complejo pasajero de los 
cromosomas (CPC). Este complejo se asocia con la región centromérica 
interna de los cromosomas tempranamente durante la mitosis y entre 
sus componentes se encuentra una proteína cinasa llamada Aurora B. 
Trabajos recientes han mostrado que parte del mecanismo inicial de 
reclutamiento del CPC es a través de su unión a la CENP-A fosforilada. 
Una vez que se ha asociado con las regiones centroméricas, la Aurora B 
dentro del CPC puede fosforilar varios componentes próximos a ella, 
incluyendo al complejo Ndc80 que afloja la unión de esta al microtú- 
bulo. La fosforilación de estos componentes no es estable: otra proteí- 
na, la fosfatasa PP1 asociada con el cinetocoro externo puede desfosfo- 
rilarlos. Así, cuando los cinetocoros de un par de cromátidas hermanas 
no se encuentran en tensión, el Ndc80 es continuamente fosforilado 
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FIGURA 18-41 La regulación por CPC de la unión microtúbulo- (c) 
cinetocoro. El complejo Ndc80 forma una unión crítica y regulada 
entre el cinetocoro y el extremo (+) del microtúbulo. (a) Diagrama que 
muestra la disposición en manga del complejo Ndc80, que vincula 

la placa interna del cinetocoro con el extremo (+) de un microtúbulo 
embebido en la placa externa. (b) Diagrama de la relación entre el 
complejo pasajero del cromosoma (CPC), que contiene la cinasa Aurora 
B y el cinetocoro externo donde se une la fosfatasa PP1. Nótese que 
cuando ambos cinetocoros se encuentran en tensión, los cinetocoros 
externos se alejan del CPC; como resultado de ello, la Aurora B no pue- 
de fosforilar los componentes de la placa externa, lo cual incluye al sitio 
de unión a los microtúbulos del complejo Ndc80. (c) Célula en la etapa 
de metafase de la mitosis, teñida para tubulina (rojo), DNA (azul), cinasa 
Aurora B (verde) y centrómeros (magenta). Nótese el modo en que los 
centrómeros son traccionados desde Aurora B (inserto). (Parte [a] modifica 


da de 5. Santaquida y A Musacchio, 2009, EMBO / 28.2511-2531 [c tomado de Ruchaud, M 


Carmena y W C. Earmshaw, 2007, Nature Rev Mol Cell Bio! 8:798-812 


por el CPC y desfosforilado por la PP1. El resultado es una interacción 
débil entre el cinetocoro y el microtúbulo. Sin embargo, cuando ocurre 
la biorientación, la tensión generada arrastra ambos cinetocoros para 
separarlos del CPC (Fig. 18-41b, c). Adicionalmente se cree que la ten- 
sión se extiende al complejo Ndc80 flexible para aumentar el espacio 
entre las placas interna y externa del cinetocoro. Como resultado de 
estos movimientos, el complejo Ndc80 no puede ser fosforilado por la 
Aurora B y el estado desfosforilado del Ndc80 lo vuelve más fuertemen- 
te unido al microtúbulo. De esta manera las uniones de los microtúbu- 
los a los cromosomas biorientados se estabilizan de modo selectivo. Si 
bien el CPC es importante para la biorientación de cada cromosoma 
individual, esto no asegura que todos los cromosomas estén biorienta- 
dos antes del inicio de la anafase. 

El segundo mecanismo para asegurar la correcta segregación de los 
cromosomas es el punto de control del ensamblaje en el huso, un cir- 
cuito de señalización que interrumpe el avance del ciclo celular en la 
anafase hasta que haya tensión presente en todos los cinetocoros. Este 
mecanismo, que se analiza en detalle en el Capítulo 19, garantiza que 
todos los cromosomas estén correctamente biorientados antes de que 


la célula avance a la anafase. 


(b) Sin tensión Bajo tensión 
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del cinetocoro 


y Cromátidas ] 
/ hermanas 


AuroraB = 


LT Centrómeros 


La anafase A mueve los cromosomas a los polos por 
acortamiento de los microtúbulos 


El inicio de la anafase A es uno de los movimientos más radicales que 
pueden observarse en el microscopio óptico. Cuando se ha cumpli- 
do con el punto de control del ensamblaje en el huso, la activación 
del CPA/C induce la proteólisis de las cohesinas remanentes que aún 
n= a las cromáticas hermanas unidas. Repentinamente, las dos 
cromátidas hermanas apareadas se separan una de la otra y se dirigen 4 
sus respectivos polos. El movimiento es repentino porque los microtú- 
bulos del cinetocoro están en tensión y tan pronto como se liberan las 
uniones de las cohesinas entre las cromátidas, los cromosomas separa- 
dos están en libertad de MOVerse. | 


Los experimentos hechos con cromosomas aislados en metafase 
lc que el movimiento en la | 
or el aco ¡ 

ion ie e microtúbulos, empleando la tensión estruc- 
Ep ai a las subunidades de tubulina unidas al 
demostrado in vitro. Cua a Foro atada? 
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purificados, estos se unen preferentemente a los eX 


anafase A puede estar impulsado 
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¿remos (+) de los acen La dilución de la mezcla para reducir 
> concentración de los dímeros de tubulina libres da como resultado 
p movimiento de des cromosomas hacia los extremos (-), debido a 
b despolimerización de los microtúbulos en el extremo (+) unido al 

omosoma. Además, experimentos recientes han mostrado que e 
prosophila dos proteínas cinesina- 13, miembros de una clase de proteí- 
nas que despolimerizan los microtúbulos (véase la Fig. 18-15), también 
contribuyen al movimiento de los cromosomas en la anafase A. Una 
de las proteínas cinesina-13 se localiza en el cinetocoro e incrementa 
dl desensamblaje allí (Fig. 18-42 EM) y la otra se localiza en el polo del 
huso, aumentando la despolimerización en ella (Fig. 18-42, EE). Así, al 
menos en la mosca, la anafase A es impulsada en parte por las proteínas 
cinesina-13 localizadas específicamente en el cinetocoro y el polo del 
huso, para acortar los microtúbulos del cinetocoro tanto en sus extre- 
mos (+) como (—), traccionando los cromosomas hacia los polos. 


n la 


Deslizamiento por 4 
la cinesina-5 Gh 


FIGURA 18-42 Movimiento de los cromosomas y separación de los po- 
Fi huso en la anafase. El movimiento en la anafase A eS impulsado por 
el Cinesina-13 que acorta los microtúbulos en el cinetocoro (EXI) y en el polo 
le dr Nótese que los brazos del cromosoma siguen señalando desa 
Cinesina-4 el huso, debido a los miembros asociados de la cromocinesina ] 
Super, . de modo tal que la fuerza de despolimerización debe ser capaz de 
arla fuerza que tracciona los brazos hacia el centro del huso. La anafase B 


o 


Encogimiento 


La anafase B separa los polos por la acción 
combinada de las cinesinas y la dineína 


La segunda parte de la anafase implica la separación de los polos del 
huso, en un proceso conocido como anafase B. El compromiso de las 
proteínas bipolares cinesina-5 es un contribuyente principal para este 
movimiento (Fig. 18-42, EX). Estos motores se asocian con los micro- 
túbulos polares que se superponen y dado que son motores dirigidos 
al extremo (+), empujan a los polos, separándolos. Al tiempo que 
esto ocurre, los microtúbulos polares deben crecer para acomodarse 
a la distancia creciente entre los polos del huso. Otro motor (el motor 
citoplasmático, la dineína dirigida al extremo (—), localizada y ancla- 
da en la corteza celular) ejerce su acción sobre los microtúbulos del 
áster y de este modo contribuye a la separación de los polos del huso 
(Fig. 18-42, E2). 


Tracción por 
la dineína 
anclada 


también tiene dos componentes: el deslizamiento de los microtúbulos polares 
antiparalelos impulsado por un motor de cinesina-5 dirigido al extremo (+) (EX) 
y la tracción sobre los microtúbulos del áster ejercida por la dineína-dinactina 
localizada en la corteza celular (EP). Las flechas indican la dirección de movi- 
miento generado por las respectivas fuerzas. (Modificado de Cleveland y cols, 2003, Cell 
112:407-421) 
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FIGURA EXPERIMENTAL 18-43 Los husos mitóticos pueden formarse en 
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Existen mecanismos adicionales que contribuyen 
a la formación del huso 


Hay una diversidad de casos in vivo, en los que los husos se forman 
en ausencia de centrosomas. Esto implica que la nucleación de los mi- 
crotúbulos a partir de los centrosomas no es el único modo en que 
puede formarse un huso. Los estudios que se valieron de los extractos 
mitóticos de los huevos de rana (en los que no había centrosomas), 
mostraron que la adición de cuentas cubiertas con DNA era suficiente 
para ensamblar un huso mitótico relativamente normal (Fig. 18-43). 
En este sistema, las cuentas reclutaban microtúbulos preformados y los 
factores del extracto cooperaban para formar el huso. Uno de los facto- 
res necesarios para esta reacción es la dineína presente en el citoplasma, 
que se propone que se une a dos microtúbulos y migra hacia sus extre- 
mos (—), atrayéndolos al mismo tiempo. 

Como se mencionó en la Sección 18.1, trabajos recientes han iden- 
tificado un complejo asociado a TuRC-y, el complejo de la augmina, que 
contribuye también con microtúbulos al huso mitótico. En la prometa- 
fase tardía y la metafase, el complejo de la augmina se une a los costa- 
dos de los microtúbulos presentes en el huso para nuclear microtúbu- 
los adicionales a los microtúbulos polares y por lo tanto, al movimiento 
en la anafase B. Los microtúbulos polares también están implicados en 
la ubicación del anillo contráctil, como analizaremos a continuación. 


La citocinesis divide la célula duplicada en dos 


Durante la anafase tardía y la telofase en las células animales, la célula 
ensambla un anillo contráctil formado por microfilamentos, unido a la 
membrana plasmática, que finalmente se contrae y separa la célula en 
dos, en un proceso llamado citocinesis (véase Fig. 18-36). El anillo con- 
tráctil es una banda delgada de filamentos de actina de polaridad mix- 
ta, intercalados con filamentos bipolares de miosina II (véase Fig. 17- 
36). Al recibir la señal el anillo se contrae, en primer lugar para generar 
un frunce de escisión y luego para separar esta célula en dos. Hay dos 
aspectos del anillo contráctil que resultan esenciales para su función. El 
primero es que debe estar adecuadamente ubicado en la célula. Se sabe 
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que la ubicación está determinada por señales que provienen del huso, 
de modo tal que el anillo se forma equidistante a ambos polos del huso. 
La señal proviene al menos en parte del complejo pasajero de los cro- 
mosomas (CPC), el cual regula la unión de los microtúbulos a los cine- 
tocoros durante la prometafase (Fig. 18-41). Hasta la anafase, el CPC se 
encuentra asociado con la región centromérica de los cromosomas no 
separados. Cuando se inicia la anafase, deja los centrómeros y se asocia 
con los microtúbulos polares que se superponen en el centro del huso 
(Fig. 18-44). Allí el CPC recluta otro complejo proteico (la centralspin- 
dlina) que incluye un motor proteico, una cinesina dirigida al extremo 
(+), que se concentra en la zona media del huso debido a su actividad 
motora. A medida que continúa la anafase B, la central spindlina reclu- 
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un factor de intercambio por RhoA. Recuérdese del Capítulo 17 que 

pa un le ' IS Ñ 

las Rho $ON pequeñas proteínas que unen GTP y se activan por factores 
as . y 5 ee Ñ . 

de intercambio que catalizan el intercambio de GTP por GDP (véase 
t 


Fig 17-42). Una vez activado el Rho-GTP, se activa una (ias hara 


que impulse la nucleación y el ensamblaje de los filamentos de actina 

ye componen el anillo contráctil (véase Fig. 17-44). De este modo, la 
. e ) 

osición del huso define directamente el sitio de formación del anillo 


p a 
l y así, la citocinesis. 
) 


contrácti 

El segundo aspecto importante del anillo contráctil es el momento 
de su contracción (si esta se produjera antes de que todos los cromo- 
somas hubiesen llegado a sus respectivos polos habría consecuencias 
genéticas desastrosas). Como veremos en el Capítulo 19, se descubrió 
una vía de señalización en las levaduras en gemación, llamada punto de 
control de la posición del huso, que pausa el ciclo celular para asegurar 
que la citocinesis no ocurra antes de que el huso esté orientado adecua- 
damente. Aún no se conoce el mecanismo de esta coordinación en las 
células animales. 


Las células vegetales reorganizan sus microtúbulos 


y construyen una nueva pared celular en la mitosis 
Las células vegetales en interfase carecen de un MTOC que organice 
los microtúbulos en la configuración radiante de la int 
de las células animales. En lugar de ello, la corteza de las células vege- 
tales está tapizada por numerosos MTOC que contienen tubulina y y 


e de bandas transversales de microtúbulos que se 
izquierda). Los 


erfase, tipico 


nuclean el ensamblaj a 
encuentran por debajo de la pared celular (Fig. 18-45, 
microtúbulos, que tienen polaridad mixta, son liberados desde los 
MTOC corticales por la acción de la katanina, una proteína que corta 
los microtúbulos; la pérdida de la katanina da lugar a microtúbulos 
muy largos y células de formas inadecuadas. La razón para esto es que 
dichos microtúbulos corticales, que se entrecruzan por acción de las 
MAP específicas de los vegetales, ayudan al depósito de las microfl- 
brillas extracelulares de celulosa, el principal componente de la pared 


celular rígida (véase Fig. 20-40). 
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FIGURA 18-45 Mitosis en una célula de un vegetal superior. 
y los diagramas correspondientes (abajo) 
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e una banda preprofase, que marca el futuro sitio de la división. A medida que 
metafase se forma un huso similar al que se 
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es muy distinta en las células vegetales y en las animales. Los microtúbulos 


entregan membranas para ensamblar una placa celular naciente, llamada 

fragmoplasto, cuya organización está dehinida por ñlamentos de actina ligados 

al sitio de división en la corteza. Finalmente, las membranas recién entregadas 

se fusionan en el sitio de la división cortical y se transtorman en parte delas 

membranas plasmáticas de ambas células. Las enzimas secretadas con las vesi 

culas luego construyen una pared celular entre ambas células hijas. (adaptado 
lurger ( A nt Biol 5$6:221-280, foromicrografias tesia de busan M Wick 
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| Si bien los eventos mitóticos en los vegetales generalmente son 
similares a los que ocurren en las células animales, la formación del 
huso y la citocinesis tienen características únicas en los vegetales (Fig. 
18-45 ). Las células vegetales agrupan los microtúbulos corticales y los 
filamentos de actina en una banda preprofase y los reorganizan en un 
huso en la profase, sin la necesidad de centrosomas. El sitio de la banda 
preprofase define la ubicación del sitio en el que posteriormente será 
la división. En la metafase, el aparato mitótico es muy similar en las 
células vegetales y las animales. Sin embargo, la división de las células 
en dos es bastante diferente entre uno y otro tipo celular. Las vesículas 
del Golgi, que aparecen en la telofase, son transportadas a lo largo de 
los microtúbulos para formar la placa celular naciente. La placa celular 
se expande y es guiada hacia el sitio de división por los filamentos de 
actina para formar el fragmoplasto, una estructura de la membrana 
que reemplaza al anillo contráctil de las células animales. Las membra- 
nas de las vesículas que forman el fragmoplasto se transforman en las 
membranas plasmáticas de las células hijas. El contenido de estas vesí- 
culas, al igual que los polisacáridos precursores de celulosa y pectina, 
forman la placa celular temprana que se desarrolla en la nueva pared 
celular entre ambas células hijas. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 18.6 
Mitosis 


« La mitosis (la separación precisa de los cromosomas duplicados) im- 
plica una maquinaria molecular que comprende microtúbulos dinámi- 
cos y motores asociados a ellos. 


- El huso mitótico tiene tres clases de microtúbulos y todos surgen de 
los polos del huso —los microtúbulos del cinetocoro, que se unen a los 
cromosomas; los microtúbulos polares desde cada polo del huso, que 
se superponen en el medio de este; y los microtúbulos astrales, que se 
extienden hasta la corteza celular (Fig. 18-37)-. 


- En la primera etapa de la mitosis (la profase), los cromosomas nu- 
cleares se condensan y los polos del huso se mueven hacia cada lado del 
núcleo (véase Fig. 18-36). 


+ En la prometafase, la envoltura nuclear se rompe y los microtúbulos 
que surgen desde los polos del huso capturan los pares de cromátidas 
hermanas en sus cinetocoros. Los dos cinetocoros, uno de cada cromá- 
tida, se unen a polos opuestos del huso (biorientación), lo que permite 
que los cromosomas se congreguen en el medio del huso. 


+ El complejo pasajero de los cromosomas (CPC), asociado con la placa 
interna del cinetocoro, mantiene débiles las uniones de los microtúbu- 
los por la actividad de su cinasa componente (Aurora B) que fosforila 
proteínas críticas del cinetocoro. Cuando un cromosoma está biorien 

tado, se genera tensión y los sustratos de la Aurora B son traccionados, 
alejándose de la cinasa (véase Fig. 18-41). Sin fosforilación de las pro- 
teínas del cinetocoro por la Aurora B, la unión cromosoma cinetocoro 
se estabiliza. 

+ En la metafase, los cromosomas se alinean en la placa metafásica. El 
sistema de punto de control del ensamblaje del huso registra y controla 
los cinetocoros no unidos y retarda la anafase hasta que todos los cro- 


mosomas estén unidos. 
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+ En la anafase, los cromosomas duplicados se separan y se mueven 


hacia los polos del huso, acortándose los microtúbulos del cinetoco. 


ro tanto en este como en el polo del huso (anafase A). Los polos de] 


huso también se separan, empujados por 
de los microtúbulos polares (anafase B) 
á facilitada por la dineína de loca- 


la cinesina-5 bipolar que se 


mueve hacia los extremos (+) 
La separación del huso también est 
lización cortical, que tracciona sobre los microtúbulos astrales (véase 
Fig. 18-42). 

* Dado que el huso mitótico tiene la capacidad de autoensamblarse en 
ausencia de MTOC, los mecanismos redundantes parecen contribuir a 


la fidelidad de la mitosis. 
+ El anillo contráctil basado en actina-miosina, cuya posición está de- 
terminada por la posición del huso, se contrae para estrangular a la 


célula en dos durante la citocinesis. 


* En los vegetales, la división celular involucra la entrega de membranas 
por los microtúbulos para ensamblar en el fragmoplasto, que se trans- 
forma en la membrana plasmática de las dos células hijas. 


18.7 Filamentos intermedios 


El tercer sistema importante de filamentos en los eucariontes se de- 
nomina colectivamente sistema de los filamentos intermedios. Este 
nombre refleja su diámetro de aproximadamente 10 nm, que es in- 
termedio entre el de 6-8 nm de los microfilamentos y los filamentos 


FIGURA EXPERIMENTAL 18-46 Locali 


intermedios en un zación de dos tipos de filamentos 
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gruesos de actina del músculo esquelético. Los filamentos intermedios 
se extienden a través del citoplasma, a la vez que tapizan el interior de 
la envoltura nuclear de las células animales en interfase (Fig. 18-46). 
Los filamentos intermedios tienen varias propiedades únicas que los 
distinguen de los microfilamentos y los microtúbulos. En primer tér- 
mino son mucho más heterogéneos desde el punto de vista de la bio- 
química (es decir, existen muchas subunidades diferentes de filamentos 
intermedios, aunque evolutivamente relacionadas) y con frecuencia se 
expresan de modo dependiente de los tejidos. En segundo lugar tienen 
una gran fuerza ténsil, como lo demuestran claramente el pelo y las 
uñas, que consisten primariamente de filamentos intermedios de célu- 
las muertas. En tercer lugar, carecen de polaridad intrínseca tal como 
los microfilamentos y los microtúbulos y sus subunidades constituyen- 
tes no unen un nucleótido. En cuarto lugar, dado que carecen de pola- 
ridad intrínseca no resulta extraño que no haya motores moleculares 
que los empleen como vías. En quinto lugar, aunque son dinámicos 
en términos de intercambio de subunidades, son mucho más estables 
que los microfilamentos y los microtúbulos porque la velocidad de in- 
tercambio es mucho más lenta. De hecho, existe una forma estándar 
de purificar los filamentos intermedios que se basa en someter a las 
células a una extracción rigurosa en detergente, de modo tal que todas 
las membranas de los microfilamentos y microtúbulos se solubilicen, 
dejando un residuo que es casi exclusivamente filamentos intermedios. 
Finalmente, los filamentos intermedios no están presentes en todos los 
eucariontes. Los hongos y los vegetales carecen de filamentos interme- 
dios; los insectos solo tienen una clase de ellos, representados por los 
dos genes que expresan lámina A/C y B. 

Estas propiedades hacen de los filamentos intermedios estructuras 
únicas e importantes para los metazoarios. La importancia de los fila- 
mentos intermedios está subrayada por la identificación de más de 40 
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de los filamentos intermedios. 
de los dimeros y tetrámeros de proteí- 
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FIGURA 18-47 Estructura y ensamblaje 
Fotomicrografías electrónicas y dibujos 
nas Fl y de filamentos intermedios 
Las proteínas Fl forman dímeros par 
conservado de espiral enrollada. Las cabe 
varables en longitud y secuencia entre las clase 


Protofibrilla < 
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afecciones clínicas, parte de las cuales se analizan aquí, asociadas con 
defectos en los genes que codifican las proteínas de los filamentos in- 
termedios. La comprensión de sus contribuciones a la estructura de las 
células y los tejidos requiere en primer lugar el examen de la estructura 
de las proteínas de los filamentos intermedios y el modo en el que se 
ensamblan en los filamentos. Luego describiremos las diferentes clases 
de filamentos intermedios y las funciones que llevan a cabo. 


Los filamentos intermedios se ensamblan 
a partir de dímeros de las subunidades 


Los filamentos intermedios (Fl) están codificados en el genoma huma- 
no por 70 genes diferentes en al menos cinco subfamilias. La caracte- 
rística definitoria de la proteína de los Fl es la presencia de un dominio 
conservado en forma de bastón helicoidal Y de aproximadamente 310 
residuos, que tiene las características de secuencia de un motivo de es- 
piral enrollada (véase Fig. 3-9). Flanqueando este dominio de bastón 
se encuentran dominios no helicoidales C-terminal y N-terminal de 
diferentes tamaños, característicos de cada clase de Fl. 

El bloque estructural primario de los filamentos intermedios es un 
dímero que mantiene unidos los dominios con forma de bastón que se 
asocian como una espiral enrollada (Fig. 18-47a). Estos dímeros luego 
se asocian en forma inclinada para formar tetrámeros en los que los dos 
dímeros se encuentran orientados en oposición (Fig. 18-47b). Los te- 
trámeros se ensamblan de extremo a extremo y quedan asegurados uno 
con el otro en largos protofilamentos. Cuatro protofilamentos asociados 
forman una protofibrilla y cuatro protofibrillas se asocian lado a lado 
para generar el filamento de 10 nm. Así, un filamento intermedio tiene 
16 protofilamentos (Fig. 18-47). Dado que el tetrámero es simétrico, 
los filamentos intermedios carecen de polaridad. Esta descripción de 


Tetrámero 


=— Protofilamento 


(b) Se forma un tetrámero por la agregación antiparalela, escalonada, lado a 
lado de dos dimeros idénticos. (c) Los tetrámeros se agregan extremo a extre- 
mo y lateralmente en una protofibrilla. En un hlamento maduro, formado por 
cuatro protofibrillas, los dominios alobulares forman cúmulos de cuentas sobre 
la superficie (Adaptado dle N Gelser y cols. 1998, J Mo! Bio! 282:601: cortesia de Vell Abt) 
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los filamentos se basa e 
samblaje: actualmente 
intermedios in vivo. A 


Nh su estructura más que en el mecanismo de en- 
no está claro cómo se ensamblan los filamentos 
diferencia de lo que ocurre con los microfila- 
mentos y los microtúbulos, no hay proteínas que 
casquetes o corten los filamentos intermedios. 


secuestren, formen 


Las proteínas de los filamentos intermedios 


se expresan de modo específico de los tejidos 
El análisis de secuencia de las proteínas de los El revela que pertenecen 
al menos a cinco clases de homología diferentes, cuatro de 1 
muestran una fuerte correspondencia entre la clase de se 


as cuales 
cuencia y el 
origen de desarrollo del tipo celular en el cual se expresa la proteína del 
Fl (Cuadro 18-1). 

Las queratinas que constituyen las clases 1 y II se encuentran en los 
epitelios; las proteínas de clase 111 de los Fl se encuentran por lo general 
en las células de origen mesodérmico; y las de la clase 1V componen los 
neurofilamentos presentes en las neuronas. Las laminas, que constitu- 
yen la clase V, se encuentran recubriendo el núcleo de todas las células 
animales. Resumiremos brevemente las cinco clases de homología y 
analizaremos sus funciones en los tejidos específicos. 


Queratinas Las queratinas proveen fuerza a las células epiteliales. Las 
primeras dos clases de homología son las llamadas queratinas básicas y 
ácidas. En el genoma humano hay alrededor de 50 genes que codifican 
queratinas, casi distribuidos por igual entre las clases ácida y básica. 
Estas subunidades de queratina se ensamblan en un dímero obligado, 


Cuadro 18-1 


Proteína 


Principales clases de filamentos intermedios de los mamíferos 


de modo tal que cada dimero consiste en una cadena básica y Una ác;. 


da; luego, estas se ensamblan en un filamento según se describió ep ja 
sección anterior. o e 

ratinas son indudablemente la familia más diversa dentro 
los El y los pares de queratina muestran diferentes 
s epitelios, así como también exhi- 


la diferenciación. Entre estas se 


Las que 
de las proteínas de 
patrones de expresión entre diferente 
ben una regulación que es específica de 
encuentran las llamadas queratinas duras que forman el pelo y las uñas. 
Estas queratinas son ricas en residuos de cisteína que se oxidan para for- 
mar puentes disulfuro, lo que las fortalece. Esta es una propiedad que 
explotan los estilistas: si a usted no le gusta el tipo de cabello que tiene, 
los puentes disulfuro de su queratina capilar pueden ser reducidos, darle 
una nueva forma a las fibras capilares y volver a formar estos puentes 
mediante oxidación: el resultado es un rizado o un alisado “permanente” 

Las llamadas citoqueratinas O queratinas suaves se encuentran en las 
células epiteliales. Las capas celulares de la epidermis que forman la piel 
son un buen ejemplo de la función de las queratinas. La capa más baja de 
las células (la capa basal) que está en contacto con la lámina basal prolifera 
constantemente, dando lugar a las células llamadas queratinocitos. Des- 
pués de que abandonan la capa basal estos queratinocitos se diferencian y 
expresan abundantes citoqueratinas. Las citoqueratinas se asocian con si- 
tios de unión especializados entre las células, formando láminas celulares 
que pueden soportar la abrasión. Las células Analmente mueren dejando 
células muertas sin orgánulos. Esta capa de células muertas constituye una 
barrera esencial para la evaporación del agua, sin lo cual no sobreviviría- 
mos. El tiempo de vida de una célula de la piel desde su nacimiento hasta 
su pérdida como una escama de piel es de alrededor de un mes. 


Clase Distribución Función propuesta 
I Queratinas ácidas Células epiteliales sito da 
Sa tisular 
ll Queratinas básicas Células epiteliales 
Desmosomas 
7 1 Á 
Célula epitelial 
MI Desmina, Células musculares, Organización e Cuerpos dansos 
GFAP, de la glía y integridad de los > Diez 
, 
vimentina mesenquimatosas sarcómeros 
IV Neurofilamentos Neuronas Organización de los 
(NEL, NFM y NFH) axones 
V Laminas Núcleo Estructura y 


organización nuclear 


Núcleo 
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En todos los epitelios, los filamentos de queratina se asocian con 
los desmosomas que mantienen juntas a las células adyacentes y con 
los hemidesmosomas, que unen a las células con la matriz extracelular, 
dando de este modo fuerza tanto a las células como a los tejidos. Estas 
estructuras se describen con más detalle en el Capítulo 20. 

Además de proveer un soporte estructural simple, existe cada vez 
un mayor número de evidencias de que los filamentos de queratina 
proveen cierta organización a los orgánulos y participan en vías de 
transducción de las señales. Por ejemplo, en respuesta a un daño de un 
tejido, se induce el rápido crecimiento celular. En las células epiteliales 
se ha mostrado que la señal de crecimiento requiere una interacción 
entre una molécula de señalización para el crecimiento celular y una 
queratina específica. 


Desmina La clase 111 de proteínas de los filamentos intermedios in- 
cluye la vimentina, presente en las células del mesénquima; la GFAP 
(proteína ácida fibrilar de las células de la glía) que se encuentra en es- 
tas células; y la desmina, presente en las células musculares; la desmina 
proporciona fuerza y organización a estas células musculares (véanse 
las ilustraciones del Cuadro 18-1). 

En el músculo liso, los filamentos de desmina unen cuerpos den- 
sos citoplasmáticos (a los cuales también están unidas las miofibrillas 
contráctiles) a la membrana plasmática, para asegurar que las células 
resistan el sobreestiramiento. En el músculo esquelético el sarcómero 
está rodeado por una red formada por una banda de filamentos de des- 
mina. Los filamentos de desmina rodean al disco Z y están entrecru- 
zados con la membrana plasmática. Los filamentos longitudinales de 
desmina atraviesan los discos Z vecinos dentro de la miofibrilla y las 
conexiones entre los filamentos de desmina que se encuentran rodean- 
do a los discos Z en miofibrillas adyacentes sirven para entrecruzarlas 
en haces dentro de la célula muscular. La red también está unida al 
sarcómero a través de interacciones con los filamentos gruesos de mio- 
sina. Dado que los filamentos de desmina se encuentran por fuera del 
sarcómero, no participan activamente en la generación de las fuerzas 
contráctiles. En lugar de ello, la desmina desempeña un papel estruc- 
tural fundamental en el mantenimiento de la integridad del músculo. 
En los ratones transgénicos que carecen de desmina, por ejemplo, esta 
arquitectura de sostén no existe y los discos Z están mal alineados. La 
localización y morfología de las mitocondrias en estos ratones es tam- 
bién anormal, lo que sugiere que estos filamentos intermedios también 
podrían contribuir a la organización de los orgánulos. 


Neurofilamentos El tipo IV de filamentos intermedios consiste en las 
tres subunidades relacionadas -NF-L, NF-M y NF-H (correspondien- 
tes a NF ligero, medio y pesado)-, que constituyen los neurofilamentos 
presentes en los axones de las células nerviosas (véase Pig. 18-2) Las tres 
subunidades difieren principalmente en el tamaño de sus dominios C- 
terminales y todas forman heterodímeros obligados. Los experimentos 
hechos con ratones transgénicos revelan que estos neurofilamentos son 
necesarios para establecer el diámetro correcto de los axones, lo cual 
determina la velocidad a la cual los impulsos nerviosos se propagan a 
lo largo de ellos. 


Laminas El tipo más extendido de filamentos intermedios es el de las 
laminas de la clase V, que proporcionan fuerza y sostén a la superficie 
interna de la membrana nuclear (véase Fig. 18-46). Las laminas son las 
Progenitoras de todas las proteína de los Fl, y los Fl citoplasmáticos que 
Surgen por duplicación génica y mutación. Las laminas proporcionan 


una red bidimensional que se encuentra entre la envoltura nuclear y la 
cromatina del núcleo. En los seres humanos existen tres genes que codi- 
fican laminas: uno de ellos codifica las laminas tipo A y C y dos codifican 
la lamina tipo B. Este parece ser el gen primordial y se expresa en todas las 
células, mientras que las laminas de tipo A y C están reguladas durante 
el desarrollo. Las laminas B se isoprenilan postraduccionalmente, lo cual 
las ayuda a asociarse con la membrana interna de la envoltura nuclear. 
Además, unen proteínas de la membrana interna como la emerina y los 
polipéptidos asociados a la lamina (LAP2). Las laminas unen múltiples 
proteínas y se ha propuesto que cumplen funciones en la organización 
a gran escala de la cromatina y el espaciamiento de los poros nucleares. 
Cuando las células entran en mitosis, las laminas se hiperfosforilan y des- 
ensamblan; en la telofase se reensamblan con el rearmado de la membra- 
na nuclear (analizado en el Cap. 19). 


Los filamentos intermedios son dinámicos 


Si bien los filamentos intermedios son mucho más estables que los mi- 
crotúbulos y los microfilamentos, las subunidades proteicas de los Fl 
han mostrado encontrarse en equilibrio dinámico con el citoesqueleto 
de Fl existente. En un experimento, una queratina tipo | marcada con 
biotina fue inyectada a los fibroblastos; a las dos horas, la proteína mar- 
cada había sido incorporada al citoesqueleto de queratina preexistente 
(Fig. 18-48). Los resultados de este y de otros experimentos demues- 
tran que las subunidades de los Fl de un reservorio soluble son capaces 
de autoadicionarse a los filamentos existentes y que las subunidades 
también pueden disociarse desde los filamentos intactos. 

La estabilidad relativa de los filamentos intermedios presenta desafíos 
especiales en las células mitóticas, que deben reorganizar las tres redes del 
citoesqueleto durante el ciclo celular. En particular, la degradación de la 
envoltura nuclear inicialmente en la mitosis depende del desensamblaje 
de los filamentos de lamina que forman una red que sostiene la mem- 
brana. Como se analizó en el Capítulo 19, la fosforilación de las laminas 
nucleares por una cinasa mitótica dependiente de ciclina mitótica que se 
activa tempranamente en la mitosis (profase) induce el desensamblaje 
de los filamentos intactos y evita su reensamblaje. Posteriormente en la 
mitosis (telofase), la eliminación de estos fosfatos por fosfatasas especí- 
ficas, promueve el reensamblaje de la lamina, lo cual resulta crítico para 
la nueva formación de la envoltura nuclear alrededor de los cromosomas 
hijos. Las acciones opuestas de las cinasas y fosfatasas, proporcionan así 
un rápido mecanismo para el control del estado de ensamblaje de los 
filamentos intermedios de lamina. Otros filamentos intermedios sufren 
un ensamblaje y reensamblaje semejante durante el ciclo celular. 


Los defectos en las laminas y queratinas provocan 
muchas enfermedades 


Hay aproximadamente 50 mutaciones conocidas en el gen huma- 

no para la lamina tipo A que se sabe que provocan enfermedades, 
colectivamente llamadas laminopatías, muchas de las cuales inducen for- 
mas de la distrofia muscular de Emery-Dreifuss (DMED). Otras muta- 
ciones en el gen de la lamina provocan miocardiopatía dilatada. No está 
claro por qué estas mutaciones en la lamina tipo A provocan DMED, 
pero quizás en los tejidos musculares los núcleos frágiles no pueden so- 
portar el estrés y las tensiones del tejido, de modo que son los primeros 
en exhibir síntomas. Resulta interesante que otras formas de DMED han 
sido analizadas hasta detectar mutaciones en la emerina, la proteína de 
membrana que une lamina en la envoltura nuclear interna. Incluso, otras 
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FIGURA EXPERIMENTAL 18-48 Los filamentos 
intermedios de queratina son dinámicos, en 


tanto se incorpore la queratina soluble a los 


ñl 5 
amentos. Se purifico queratina tipo | monomérica 


marcada químicamente con biotina y microinyectad, 


a Células epiteliales viv, s. Luego, las células se fijaron 


en diferentes momentos después de la inyección y 
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e 
tiñeron con un anticuerpo contra biotina y anticue 
pos contra queratina. (a) Alos 20 minutos despue 
de la inyección, la queratina inyectada marcada con 
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biotina se concentra en pequenos focos dispersos en 
el citoplasma (izquierda) y no se ha integrado con el 
citoesqueleto de queratina endógena (derecha) (b) 
Después de 4 horas, la queratina marcada « on biotina 
izquierda) y los hlamentos de queratina (derecha) 
muestran patrones idénticos, indicando que la proteí- 
ha micromyectada se ha incorporado al citoe 
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mutaciones en la lamina tipo A provocan progeria (el envejecimiento 
acelerado). El síndrome de progeria Hutchison-Gilford (“envejecimiento 
prematuro”) es producido por un error de corte y empalme que resulta 
en una lamina A con un dominio C-terminal defectuoso. 

La integridad estructural de la piel resulta esencial para soportar la 
abrasión. En los seres humanos y los ratones, las isoformas K4 y K14 de 
la queratina forman heterodímeros que se ensamblan en protofilamen- 
tos. Una K14 mutante con deleciones en el dominio N-terminal o C- 
terminal puede formar heterodímeros in vitro, pero no se ensambla en 
protofilamentos. La expresión de estas queratinas mutantes en las célu- 
las genera redes de Fl que se degradan en agregados. Los ratones trans- 
génicos que expresan una proteína K14 mutante en | 
basales de la epidermis muestran anomalías 
mariamente ampollas de 


as células troncales 
generales de la piel, pri- 
la epidermis similares a las de la enfermedad 
de la piel epidermólisis bullosa simple (EBS) 
área ampollada revela una alta incidencia de células basales muertas. 
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deslaminen y formen ampollas (Fig. 18-49). Al igual que el papel de los 
filamentos de desmina en el sostén de los tejidos musculares, el papel 
general de los filamentos de queratina parece consistir en mantener la 
integridad estructural de los tejidos epiteliales por el reforzamiento 


mecánico de las conexiones entre las células. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 18.7 
Filamentos intermedios 


« Los filamentos intermedios son los únicos componentes fibrosos no 
polarizados del citoesqueleto y no tienen proteínas motoras asociadas. 
Los filamentos intermedios se construyen a partir de dímeros de es- 
pirales enrolladas que se asocian de modo antiparalelo en tetrámeros 
y luego en protofilamentos, 16 de los cuales constituyen el filamento 
(véase Fig. 18-47). 


« Hay cinco clases principales de proteínas de los filamentos interme- 
dios, de las cuales las laminas nucleares (clase V) son las más antiguas y 
ubicuas en las células animales. Las otras cuatro clases muestran expre- 
sión específica del tejido (véase Cuadro 18-1). 


« Las queratinas (clases 1 y IT) están presentes en el pelo y en las uñas de 
los animales, así como también en los filamentos de citoqueratina que 
se asocian con los desmosomas de las células epiteliales, para propor- 
cionar fuerza a estas y a los tejidos. 


* Los filamentos clase 111 incluyen vimentina, GFAP y desmina, que 
proporcionan estructura y orden a los discos Z musculares y restringen 
la sobreextensión del músculo liso. 


«Los neurofilamentos constituyen la clase 1V y son importantes para la 
estructura de los axones. 


* Muchas enfermedades están asociadas con defectos de los filamentos 
intermedios, en especial las laminopatías, que incluyen una diversidad 
de afecciones y las mutaciones en los genes de la queratina, que pueden 
provocar defectos graves de la piel (véase Fig. 18-49). 


18.8 Coordinación y cooperación entre 


elementos del citoesqueleto 

Hasta el momento hemos analizado en general tres tipos de filamentos 
(los microfilamentos, los microtúbulos y los filamentos intermedios) 
en tanto su función es independiente entre sí. Sin embargo, el hecho 
de que el huso mitótico constituido por microtúbulos determine el si- 
tio de formación del anillo contráctil integrado por microfilamentos es 
solo un ejemplo del modo en que estos dos sistemas del citoesqueleto se 
encuentran coordinados. Aquí mencionamos algunos otros ejemplos 
de vinculaciones, físicas y regulatorias entre los elementos del citoes- 


queleto y su integración en otros aspectos de la organización celular. 


Las proteínas asociadas a los filamentos 
intermedios contribuyen a la organizacion celular 


se ha identificado a un grupo de proteínas denominadas colectiva- 

a . ora dino [PAE ue se 
Mente proteínas asociadas a los filamentos intermedios (PAFI) que se 
copurifican con los filamentos intermedios. Entre ellas se encuentran 


FIGURA EXPERIMENTAL 18-50 Los anticuerpos marcados con oro iden- 
tifican los entrecruzamientos de la plectina entre los filamentos inter- 
medios y los microtúbulos. En esta fotomicrografia inmunoelectrónica de 
un fibroblasto, los microtúbulos están destacados en rojo, los filamentos inter- 


medios en azul y las Abras cortas que los conectan en verde. La tinción con los 
anticuerpos marcados en oro contra plectina (amarillo) revelan que estas fibras 
de conexión contienen plectina. (Tomado de T M Swtkima, A B verkhowsay y Borisy. 199 
vlBiol 135:991, cortesia de T M Svitkima 


las pertenecientes a la familia de las plaquinas, que están implicadas 
en la unión de los filamentos intermedios a otras estructuras. Parte de 
ellas se asocian con filamentos de queratina para vincularlos a los des- 
mosomas, que son las uniones existentes entre las células epiteliales que 
le proporcionan estabilidad a los tejidos y los hemidesmosomas, que 
se localizan en regiones de la membrana plasmática en las que los fila- 
mentos intermedios se encuentran vinculados a la matriz extracelular 
(estos temas son cubiertos en detalle en el Cap. 20). Otras plaquinas 
se encuentran a lo largo de los filamentos intermedios y tienen sitios 
de unión sobre los microfilamentos y los microtúbulos. Una de estas 
proteínas (llamada plectina) puede verse por microscopía inmunoelec- 
trónica, que proporciona conexiones entre los microtúbulos y los fila- 
mentos intermedios (Fig. 18-50). 


Los microtúbulos y microfilamentos cooperan 
para transportar melanosomas 


Los estudios hechos en ratones mutantes con cubiertas de color claro, 
han revelado el modo en que los microtúbulos y microfilamentos coo- 
peran para transportar gránulos de pigmento. El pigmento de color del 
pelo es producido por células llamadas melanocitos, muy similares a los 
melanóforos de los peces y las ranas, sobre los que se comentó previa- 
mente (véase ig. 18-28). Los melanocitos se encuentran en el folículo 
piloso de la base del tallo capilar y contienen gránulos cargados de pig- 
mento llamados melanosomas. Los melanosomas son transportados 
por las extensiones dendríticas de los melanocitos para la exocitosis ul- 
terior a las células epiteliales que los rodean. El transporte a la periferia 
celular está mediado, tal como ocurre en las células de la rana, por un 
miembro de la familia de las cinesinas. En la periferia, luego son entre- 
gadas a la miosina V y son liberadas para la exocitosis. Si el sistema de 
miosina V es defectuoso, los melanosomas no son capturados y perma- 
necen en el cuerpo celular, Asi, los microtúbulos son responsables por 
el transporte de los melanosomas a grandes distancias, mientras que el 
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movimiento por la miosin 
dependiente de la captur 
división de tareas (e 
microtúbulos y en d 


a V dependiente de los microfilamentos es 
a y entrega en la corteza celular, Este tipo de 
| transporte a grandes distancias por medio de los 
istancias cortas por medio de los microfilamentos) 
ha sido encontrado en muchos sistemas diferentes, desde el transporte 
en hongos filamentosos hasta el transporte a los largo de axones. 


El Cdc42 coordina a los microtúbulos y los 
microfilamentos durante la migración celular 


En el Capítulo 17, analizamos el modo en que la polaridad de una célu- 
la en migración está regulada por el Cdc42, lo que resulta en la forma- 
ción de un borde conductor basado en actina en el frente de la célula y 
la contracción de la parte posterior (véanse Fig. 17-46 y Fig. 18-51, paso 
EZ). La activación del Cdc42 en el frente de la célula conduce también 
a la polarización del citoesqueleto microtubular. Esto originariamente 
se estudió en los ensayos de curación de heridas (véase Fig. 17-45), en 
los que se notó que cuando las células del borde de una herida se in- 
ducían a polarizarse y moverse para llenar el espacio vacío, el complejo 
de Golgi se desplazaba delante del núcleo hacia el frente de la célula. La 
localización de Golgi en el frente de la célula indica que el centrosoma 
se mueve para quedar delante del núcleo (recuerde que la localización 
del Golgi depende de la localización del MTOC; véanse Figs. 18-1c y 
18-27). Estudios recientes sugirieron el modo en que ocurre esto. La 
activación de Cdc42 al frente de la célula une el factor de polaridad 
Paró, que resulta en el reclutamiento del complejo dineína-dinactina 
(Fig. 18-51, paso EJ). La dineína-dinactina de localización cortical in- 
teractúa luego con los microtúbulos, traccionándolos para orientar el 
centrosoma y así, la disposición radial completa de microtúbulos (Fig. 
18-51, paso EJ). Esta reorientación del sistema de microtúbulos lleva 
a la reorganización de la vía secretora para entregar los productos de 
secreción, en especial las integrinas, a fin de que se unan a la matriz 
extracelular al frente de la célula para su unión al sustrato, de manera 
que la célula pueda migrar (Fig. 18-51, paso EJ). 


conos de crecimiento neural es 


e de los : 3 
El avanc lamentos y microtúbulos 


coordinado por microfi 


: “so depende de la integración y transmisión de sepa. 
El sistema nervioso depe ) furas especialis 
euronas tienen estructuras especializadas 


1 

les por las neuronas. Las 1 a y : 
o dendritas que reciben señales y UN ÚNICO axÓN Que termina 
a 19 a e 


en una o más sinapsis de una célula diana o varias células diana (por 
: : a o una célula muscular) (véase Fig. 18-2) És 
ejemplo, otra neurona harta enmpriones adecuadas, de trop pon 
crítico que las neuronas haga o AM 
¿cómo son guiados los axones a su € se pe , n 
se extiende, tiene un cono de crecimiento termina que etecta las 
señales de la matriz extracelular y ordena a las células guiarlo a lo 
largo del sendero correcto. Por lo tanto, el modo en que el MERO de 
emiento recibe e interpreta las pistas para dirigir el crecimiento 
axónico es crítico para la función del sistema nervioso. Los conos de 
crecimiento son muy ricos en actina, y poa lameli- 
podio amplio y múltiples filopodios (Fig. 18-528). También resultan 
esenciales, para la guía de los conos de crecimiento, los microtúbulos, 
Recuerde que los axones tienen microtúbulos de polaridad uniforme, 
sobre la cual son transportados los materiales para el desarrollo del 
cono de crecimiento mediante el transporte axónico (véase Fig. 18- 
5e). Estos microtúbulos se extienden al cono de crecimiento y, junto 
con la actina, están involucrados en guiar la dirección de avance del 
cono de crecimiento. Mientras que la actina es necesaria para el avan- 
ce del cono de crecimiento, los microtúbulos y la actina (en conjun- 
to) son necesarios para guiar el crecimiento en la dirección correcta. 
Aunque el mecanismo aún no se ha comprendido por completo, se 
ha encontrado que una señal de crecimiento local altera la dinámica 
de la actina, con el resultado de que los microtúbulos se extienden 
en esa región. Se ha encontrado también que los microtúbulos del 
tallo del axón tienen modificaciones postraduccionales (tales como 
la acetilación) que los estabiliza, mientras que los microtúbulos más 


dinámicos del cono de crecimiento con frecuencia carecen de estas 
modificaciones (Fig. 18-52b). 
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FIGURA 18-51 Regulación de los microfilamentos y de los microtúbu- 
los independiente de Cdc42 para polarizar una célula en migración. E | 
Cdc42-GTP activo del frente de las células conduce a la activación Rac y WASP 
que resultan en el ensamblaje de un borde conductor basado en microfila 
mentos (paso MI). De modo independiente, el Cdc42-GTP también lidera la 
captura de los extremos (+) de los microtúbulos y la activación de la dineína 
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F-actina 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 18.8 


Coordinación y cooperación entre los elementos 
del citoesqueleto 


* Los filamentos intermedios están vinculados tanto a sitios de unión 
específicos de la membrana plasmática (llamados desmosomas y he- 
midesmosomas), como a microfilamentos y microtúbulos (véase Fig. 
18-50). 


* En las células animales, los microtúbulos generalmente son utilizados 
para la entrega de orgánulos a gran distancia, mientras que los micro- 


filamentos manejan su entrega local. 


a . . z mi alo: 
* La molécula de señalización Cdc42 regula de modo biie pd a los 
microfilamentos y los microtúbulos durante la migración celular. 


. . A > , » ¡ere la 1 ?- 
* El avance de los conos de crecimiento en las neuronas requiere la ir 


teracción de los microfilamentos y los microtúbulos. 


Perspectivas para el futuro 


18, hemos visto el modo en que los microfila- 
los filamentos intermedios, proporcionan 
Sin este sistema elaborado, las 
de toda posibilidad de función 
a estructura relativa- 


En los Capítulos 17 y 
Mentos, los microtúbulos y 
“Structura y organización a las células. 
Células carecerían de todo orden y así, 
9 división. El nombre “citoesqueleto” sugiere Un 


FIGURA EXPERIMENTAL 18-52 El crecimiento 
del cono neuronal contiene filamentos de 
actina dinámicos y microtúbulos. (a) Dos conos 
de crecimiento vistos con microscopía DIC que 
muestra sus regiones de filopodios y larmelipodios 
(b) Localización de los hlamentos de actina (rojo), 
microtúbulos (verde) y microtúbulos acetilados 
(azul), en un pequeño cono de crecimiento. Nótese 
de qué manera los microtúbulos acetilados estables 
se localizan hacia el tallo del axón y no penetran al 
cono de crecimiento dinámico. (Tomado de E W Bern 


E. Gertler, 2003, Neuron 40 20% 


mente estática sobre la cual está colgada la organización celular. Sin 
embargo, el citoesqueleto es de hecho un marco dinámico que respon- 
de a vías de transducción de las señales y que opera tanto en el modo 
local como global, a fin de proporcionar a las células orden para llevar 
a cabo sus funciones. 

En resumen, hemos desentrañado muchas de las funciones dife- 
rentes y comunes de los tres sistemas de filamentos. Sabemos de la ma- 
yoría de los componentes y probablemente de todos los motores. Sin 
embargo, de muchos modos esto es simplemente un comienzo excitan- 
te. Con los genomas disponibles secuenciados y, al menos en principio, 
un inventario completo de los componentes del citoesqueleto, tenemos 
la lista de partes. Sin embargo, la lista de partes es simplemente eso; lo 
que necesitamos es comprender de qué manera las partes se ensamblan 
en procesos específicos. 

Un área muy activa de investigación hoy en día, es usar esa lista 
de partes para identificar sistemáticamente la localización (a través de 
fusiones con PEV), las funciones (a través de knockdown con RNAI) y 
los socios (a través del aislamiento de complejos proteicos) de todos los 
componentes del citoesqueleto. Considere que hay aproximadamente 
45 genes animales que codifican para los miembros de la familia de las 
cinesinas y solo conocemos un pequeño subconjunto de ellos, o qué 
carga llevan o para qué propósito. En cada caso, es razonable suponer 
que los motores están regulados, pero actualmente se sabe muy poco 
acerca del modo en que esto ocurre. Será importante comprender de 
qué manera los motores levantan la carga adecuada y luego la disocian 
cuando llegan a su destino. Cuando comencemos a poner todas las pie- 
zas en su lugar, tendremos cada vez más posibilidades de reconstituir 
los procesos específicos in vitro. Algunos aspectos del huso mitótico ya 


Perspectivas para el futuro 867 


$ han reconstituido, lo cual es un comienzo estimulante, pero pasará 
cierto tiempo antes de que sea posible reconstituir el proceso completo. 
y La biología estructural Jugará un papel central, porque nos permi- 
ye ver en detalle el modo en que operan los diferentes componentes. 
Considere el gran número de proteínas que se asocian con el extre- 
mo (+) del microtúbulo, las llamadas +TIP. Conocemos algo acerca de 
cómo mantienen su asociación en el extremo y trabajos recientes han 
sugerido que las asociaciones pueden cambiar en diferentes partes de 
la célula (nuevamente, solo estamos comenzando a ver el modo en que 
están regulados estos procesos). 

Quizás el desafío más grande —y el más excitante— es descubrir de 
qué manera las vías de transducción de las señales coordinan funcio- 
nes entre todos los elementos distintos del citoesqueleto, dentro de una 
célula individual y en diferentes contextos celulares. En este momento 
está comenzando a comprenderse de qué manera las células organizan 
y regulan diferentes procesos en varias regiones dentro de una única 
célula. Estamos comenzando a echar vistazos acerca de qué es lo que 
hay sobre vías de transducción de las señales que regulan la polaridad 
celular y permiten la migración de las células. 

Aunque probablemente todos estos estudios están fundamentados 
en la biología celular básica, como podremos ver a partir de los estudios 
del transporte intraflagelar y de los filamentos intermedios, dichos estu- 
dios con frecuencia abren una ventana para comprender las bases de las 
enfermedades, desde las cuales pueden desarrollarse estrategias terapéu- 
ticas. La interrelación entre la biología celular básica y la medicina con- 
tribuye enormemente al interés y al valor social del trabajo en esta área. 
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Revisión de los conceptos 


1. Los microtúbulos son filamentos polares; esto es, un extremo es di- 
ferente del otro. ¿Cuál es la base de esta polaridad, cómo se relaciona 
con la organización microtubular dentro de las células y cómo está re- 
lacionada con los movimientos intracelulares impulsados por motores 


dependientes de microtúbulos? 
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in vitro como in vivo, sufren Instabilidag 
tipo de ensamblaje es intrínseco del pp; 
actual que da cuenta de esta INestabilida 


2. Los microtúbulos, tanto 

de . . sl Ste 
dinámica y se piensa que este 
crotúbulo. ¿Cuál es el modelo 


dinámica? 
e de los microtúbulos depende de Otras 


atración de tubulina y de la tempera. 
ncian el ensamblaje de los micro. 


3. En las células, el ensambla) 
proteínas, así como de la concel 


d.; é ti teínas influe 
tura. ¿Qué tipos de pro ' > ) 
túbulos in vivo y de qué manera afecta este proceso cada tipo d Il si 
úb / y q e ella 


4. Los microtúbulos dentro de la célula parecen estar dispuestos e 


figuraciones específicas ¿Qué estructura celular es responsable de 
configuraciones h Bano e 
determinar la estructura de los microtúbulos dentro de una célula? 


¿Cuántas estructuras de este tipo están presentes en una célula típica? 
Describa de qué manera estas estructur 
blaje de los microtúbulos. 


as sirven para nuclear el ensam.- 


5. Muchos fármacos que inhiben la mitosis se unen de modo específico 
a la tubulina, a los microtúbulos o a ambos. ¿Qué enfermedades son 
tratadas con estos fármacos? Hablando desde el punto de vista funcio- 
r divididos en dos grupos sobre la base de su efecto 


nal, estos pueden se ; 
icrotúbulos. ¿Cuáles son los dos mecanismos 


en el ensamblaje de los m 
mediante los cuales estos fármacos alteran la estructura de los micro- 
túbulos? 

6. La cinesina-1 fue el primer miembro de la familia de los motores de 
cinesina identificada y por lo tanto, es quizás el miembro de la familia 
mejor caracterizado. ¿Qué propiedad fundamental de la cinesina fue 


empleada para purificarla? 


7. Ciertos componentes celulares parecen moverse bidireccionalmente 
sobre los microtúbulos. Describa el modo en que esto es posible, dado 
que la orientación de los microtúbulos está fijada por el MTOC. 


8. Las propiedades móviles de las proteínas motoras cinesinas implican 
tanto al dominio motor como al dominio vinculante. Describa el papel 
de cada uno de estos dominios en el movimiento de las cinesinas, la 
dirección de su movimiento o ambos. La cinesina-1, con una cabeza 
inactiva, ¿podría mover de manera eficiente una vesícula a lo largo de 
un microtúbulo? 


9. ¿Qué características del complejo de dinactina permiten que la di- 
neína citoplasmática transporte carga hacia el extremo (-) del micro- 
túbulo? ¿Qué efecto podría tener la inhibición de las interacciones de la 
dinactina con la EB1 + TIP sobre la orientación del huso en las células? 


10, La natación de las células depende de los apéndices que contienen 
microtúbulos. ¿Cuál es la estructura subyacente de estos apéndices y de 
qué manera estas estructuras gene 


! ran la fuerza necesaria para producir 
a natación? 


11. ¿Qué efecto tendría la inactivación de l 


E a dineína sobre el transporte 
de TIF dependiente de la cinesina-2? 


12. El huso mitótico con frecuencia se 

a basada en e Los microtúbulos que constituyen el 
uso mitótico pueden ser clasific: 

1sificado sti isti ¿Cuáles 

¿Jos en tres tipos distintos. ¿Cuáles 
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describe como una maquinaria 


13. La función del huso mitótico desc 
tores de los microtúbulos. Para cada 
guientes, prediga el efecto sobre |] 
del huso añadiendo un fármaco q 
guiente motor: cinesin 


ánsa en gran medida en los mo- 
una de las proteínas motoras si- 
a formación, la función (o ambas) 
ue inhiba específicamente solo el si- 


a-5, cinesina- 13 y cinesina-4 
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14. El movimiento de los cinetocoros hacia los polos 


h (y así, hacia las 
cromátidas) durante la anafase A, requiere que 


| | los cinetocoros se man- 
tengan unidos sobre los microtúbulos que se acortan. ¿De qué manera 
' by anerz 


acortan? 
15. La anafase B implica la separación de los polos del huso. ¿Qué fuer 
zas se ha propuesto que impulsan esta separación? ¿Qué we 


un cinetocoro se sostiene sobre los microtúbulos que se 


canismos 
moleculares subyacentes se cree que proporcionan estas fuerzas? 
16. La citocinesis, el proceso de división del citoplasma, ocurre poco 
después de que las cromátidas hermanas separadas se han acercado a 
e e e 
los polos opuestos del huso. ¿De qué manera está determinado el pl 


ano 
de la citocinesis? ¿Cuáles son los papeles respectivos de los microtúbu- 
los y los filamentos de actina en la citocinesis? 

17. La mejor estrategia para tratar un tipo específico de tumor humano 
puede depender de la identificación del tipo de célula que se transformó 
en cancerosa para dar origen al tumor. Para ciertos tumores que han for- 
mado metástasis (se han movido) para colonizar una ubicación distante, 
la identificación del tipo celular parental puede ser difícil. Dado que el tipo 
de proteína Fl expresada es específica del tipo celular, el empleo de anti- 
cuerpos monoclonales que reaccionan con solo un tipo de proteína del Fl 
puede ayudar a esta identificación. ¿Contra qué proteínas del Fl usaría an- 
ticuerpos monoclonales para identificar: (a) un sarcoma de origen muscu- 
lar; (b) un carcinoma originado en células epiteliales; y (c) un astrocitoma? 
18. Explique por qué no hay motores conocidos que usen los filamen- 
tos intermedios como vías. 


19. Los conos de crecimiento son regiones muy móviles de las neuro- 
nas en desarrollo. ¿Qué evita que el cono de crecimiento se mueva o se 
colapse hacia atrás, dirigiéndose hacia el cuerpo celular, como ocurre 
frecuentemente con los lamelipodios? 


Análisis de los datos 


la. La cinesina-] contiene dos cadenas pesadas idénticas y por lo 
tanto, tiene dos dominios motores idénticos. Por el contrario, la cinesi- 
na-5 contiene cuatro cadenas pesadas idénticas. El análisis, hecho por 
microscopia electrónica, de cinesinas sombreadas con metales resulta 
en las imagenes que se muestran en el panel superior. El pretratamien- 
to de estas cinesinas con un anticuerpo que se une especificamente al 
dominio motor de la proteína, resulta en las imágenes que se muestran 
en el panel inferior. Las cuatro imágenes tienen aproximadamente el 
mismo aumento. ¿Qué puede deducir acerca de la estructura de la ci- 


nesina-5 a partir de estos datos? 


Cinesina-1 Cinesina-5 


Sin anticuerpo 


Marcada con 
anticuerpos contra 
el dominio motor 
de la cinesina 


b. Para determinar si la cinesina-5 es un motor del extremo (+) o 
(=) del microtúbulo, se generan microtúbulos con polaridad marcada 
por el ensamblaje de microtúbulos cortos desde la tubulina muy bri- 
llante y luego la elongación de estos microtúbulos cortos, brillantes, 
usando una tubulina menos fluorescente. Como resultado de ello, los 
microtúbulos son muy fluorescentes en un extremo y poco fluorescen- 
tes a lo largo de la mayoría de su longitud. Luego, se cubre una cámara 
de perfusión con cinesina-5 purificada, que se inmoviliza sobre la su- 
perficie de vidrio. Después, la cámara se perfunde con los microtúbulos 
con la polaridad marcada y ATP y se observan los microtúbulos que se 
deslizan con respecto a la cinesina-5. Se obtiene la siguiente secuencia 
de imágenes. ¿Qué extremo de estos microtúbulos, el más brillante o el 
menos brillante, es el (+)? ¿Estos microtúbulos se deslizan sobre la ci- 
nesina-5 liderando con su extremo (+) o (—)? Sobre la base de estos da- 
tos, ¿la cinesina-5 es un motor de extremo (+) o (=) del microtúbulo? 


c. La cinesina-5 puede formar puentes cruzados con microtúbulos 
adyacentes. Se ensamblan microtúbulos de polaridad marcada en los 
cuales la tubulina unida a un colorante Huorescente rojo se ensambla 
para formar microtúbulos rojos cortos, que luego se alargan, con tu- 
bulina unida a un colorante fluorescente verde. Los microtúbulos se 
mezclan con cinesina-5 y se observan por microscopía de fluorescen- 
cia a medida que se añade ATP. Las siguientes imágenes muestran una 
secuencia temporal de dos microtúbulos que se superponen y forman 
puentes cruzados cuando se añade ATP. La cabeza de flecha se encuen- 
tra en una posición fija. ¿Puede explicar lo que ocurre cuando se añade 
ATP a los microtúbulos que han formado puentes cruzados por acción 


de la cinesina-5? 
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d. La Eg5 es un miembro de la familia de la cinesina-5 de Xenopus. 
Para comprender la función de Eg5 in vivo, las células son transfecta- 
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das con KN/ : 
| , úMdirigido contra Este motor. Las siguientes Imágenes son 
obtenidas de cé , tosis. ; ¡ ¡ y ] 
<clulas en mitosis. ¿Qué función desempeñaría Eg5 en las 
celulas? > | 


PtK2 


RNAI control 


Inhibición de Eg5 


2. La vía de señalización PI3K/AKT es aberrante en una gran variedad de 
cánceres. En las células de sarcoma de tejidos blandos (STS), la activación 
de AKT1 induce la movilidad e invasividad celulares, que conducen a la 
metástasis agresiva de las células. La AKT1 mostró su capacidad de unirse 
a la vimentina (véase Q-S Zhu y cols., 2010, Vimetin is a novel AKTI tar- 
get mediating motility and invasion, Oncogene 30:457-470; doi:10.1038/ 
onc.2010.421; publicado en línea el 20 de septiembre del 2010). 


a. Para mapear los dominios de interacción entre la vimentina y 
la AKT, la vimentina y la AKTI1 en toda su longitud y los constructos 
de fragmentos indicados más abajo, se expresaron como proteínas de 
fusión con GST. Cada uno de los constructos de fusión-GST unidos a 
cuentas de glutatión, fue usado para traccionar proteínas asociadas a 
partir de lisados crudos de células STS. ¿Qué revelaron los análisis de 
Western blot de las pastillas que emplearon anticuerpo AKTl acerca del 
dominio de unión a AKT de la vimentina? ¿Qué reveló el análisis de las 
pastillas cuando se emplearon anticuerpos contra vimentina acerca del 
dominio de unión a vimentina en AKT1? 


(a) Espiral (b) 
enrollada Catalítica 
Cabeza (CC) Cola PH (CAT) Cola 
VIM-FL AKT1-FL. [CC TI 
VIM-CC | a | AKT1-PH. EE] 
VIM-cabezdá-—J AKT1-CAT [er a | 
VIM-cola El AKT1-TAIL E 
o LX o 
«Y Hs e e EA 
SISI] SEE 
Ny) > Po Pe Y eS POS PE 
RS PPP 
FED] Unión del 
E h) anticuerpo 
a-AKT1 


b. La AKTI1 es una cinasa y por lo tanto es probable que fosforile la 
vimentina. Los análisis de secuencia revelaron que las serinas (S) de las 
posiciones 39 y 325 de la vimentina eran sitios probables para la fosfo- 


870 


o-vimentina human geneti 


: Enf . robar si uno o ambos sitios se fosf 
rilación de la AKTI1. Para comprob: Orla 


_ se > no a 

ban por AKT 1, cada uno de ellos se 5 lánina f l 
- Pida - . S mm; ada con alanina fue Mezcla ” 

ser fosforilada. Cada vimentina mutad da con 


AKT1 y probada en su capacidad de fosforilarse por análisis de Western 
f h a > a 4 


e > reaccl 
blot, empleando un anticuerpo QUe CAPO ila la AKT1: 
AKTI (anticuerpo PAS). ¿Qué siti0 O sitios fostorila la ARTI: 


1danina (A), que 1 
E ] 10 Puede 


ona con serinas tostorilada 
dy- 


GST-VIM VIMS39A VIMS325A 
AKT1 H - + Sitio de unión 


PA pa 
E Ca al anticuerpo 
PAS 


as células cancerosas para hacer metástasis 


c. La propensión de | 
ayo de invasividad, en el cual las células mp. 


puede medirse con un ens 
gran a través de un filtro cubierto con proteínas de una matriz extrace- 
lular (ECM). Cuantas más células migren a través de la ECM, mayor es 
la propensión a hacer metástasis. El ensayo de invasividad fue emplea- 
do para hacer un seguimiento de los efectos de la expresión de la mu- 
tación activa permanente de AKT1 (AKTIDD) y de la sobreexpresión 
de la vimentina silvestre, una mutación de vimentina que no puede 
ser fosforilada por la AKT1 (VIMS39A) y una mutación de vimentina 
fosfomimética (VIMS39D) en la cual la mutación de la S39 a un resi- 
duo de aspartato (D) mimetiza la fosforilación de la serina. ¿Qué efecto 
tiene la sobreexpresión de la vimentina y la fosforilación de esta sobre 


la migración celular? 


Invasión 


Número por cada 
200 campos 
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gans de dos células tenido con anticuerpos contra la tubulina 


EMmpran < 


ele 
ojo) y CeBUB-1. una proteía que controla el huso (verde). El DNA se tiñe con 
21 ¡azul 


1 La CeBUB-1 se encuentra en los cromosomas y en los cinetocoros 


pa 


unidos a 1OS microtúbulos del huso durante la metafase en la célula más 
requeña y posterior (derecha) Se presume que controla la unión y la tensión 
entre cromosomas. La célula más grande y anterior (izquierda) ya entró en la 
anañase, y la CeBUB-1 ya no puede detectarse en los cromosomas ni en los 
microtúbulos del huso. Ási, la asincronia del segundo ciclo celular 

el embrión €. elegans permite Observar tanto la presencia de una proteina 
¿uncional que controla el huso durante la metafase como su ausencia despues 


del inicio de la anafase. ¡Encanada y cols, 2005, Mo! Bo! Co 16:1050 


l control adecuado de la división celular es vital para todos los 
organismos. En los organismos unicelulares, la división y el creci- 
miento celular deben estar equilibrados entre sí, de modo tal que 
se mantenga adecuadamente el tamaño de la célula. Si ocurren muchas 
divisiones antes de que las células parentales hayan alcanzado el tama- 
ño adecuado, las células hijas finalmente serán demasiado pequeñas 
ulas crecen demasiado antes de la divi- 
propiada y la cantidad de células 
multicelulares en desarrollo, 


como para ser viables. Si las cél 
sión celular, funcionan de manera ina 
aumenta lentamente. En los organismos 
la replicación de cada célula debe estar control 
forma precisa para completar de manera fiel y 
ma de desarrollo en cada individuo. Cada tipo de célula 
tejidos debe controlar su replicación precisamente para el des 
normal de órganos complejos, como el cerebro o los riñones. En un 
adulto normal, las células se dividen solo cuando y donde son necesa- 
rias. Sin embargo, la pérdida de los controles normales en la replicación 


ada y cronometrada de 
reproducible el progra- 
en todos los 
arrollo 
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CAPÍTULO 


El ciclo celular de las 
células eucariontes 


celular es el defecto fundamental del cáncer, una enfermedad muy co- 
nocida que mata a una cada seis personas en los países desarrollados 
(véase el Cap. 24). Los mecanismos moleculares que regulan la división 
celular de los eucariontes que se analizan en este capítulo explican con 
gran detalle de qué manera falla el control de la replicación en las célu- 
las cancerígenas. Apropiadamente, Leland Hartwell, Tim Hunt y Paul 
Nurse recibieron el premio Nobel de Medicina en 2001 por los experi- 
mentos iniciales que esclarecían los grandes reguladores de la división 
celular en todos los eucariontes. 

El término ciclo celular hace referencia a la serie de eventos orde- 
nados que llevan a la división celular y a la producción de dos células 
hijas, cada una de las cuales contiene cromosomas idénticos a los de la 
célula parental. Durante el ciclo celular, ocurren dos procesos molecu- 
lares principales, con intervalos de reposo entre uno y otro: durante la 
fase S del ciclo, cada cromosoma parental se duplica para formar dos 
cromátidas hermanas idénticas; en la mitosis (fase M), las cromátidas 
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¿) ANIMACIÓN GENERAL 


FIGURA 19-1 Destino de un cromosoma parental individual durante todo 


el ciclo celular eucariótico. Después de la mitosis (M), las células hijas contienen 
¿n cromosomas en los organismos diploides y 1n cromosomas en los organismos 
haploides En las células en proliferación, G1 es el periodo entre el “nacimiento” de 
una célula después de la mitosis y la iniciación de la síntesis de DNA, lo cual marca el 
mico de la fase 5. Al final de la fase S, las células entran en G. con un contenido del 


doble de cromosomas que las células en G, (4n en los organismos diploides y 2n en los 
organismos haploides). El hnal de G, está marcado por el inicio de la mitosis, durante 
la Cual ocurren numerosos eventos que conducen a la división de la célula. Las fases 


G.,SyG se conocen colectivamente como interfase, período entre una mitosis y la 


siquiente. La mayoría de las células que no están proliferando en los vertebrados dejan 
el ciclo celular en G, e ingresan al estado G,. Aunque los cromosomas se condensan 
solo durante la mitosis, aquí se muestran en forma condensada durante todo el ciclo 
celular para poner énfasis en el número de cromosomas en cada etapa del ciclo. Por 


simplicidad, no se muestra la envoltura nuclear 


hermanas resultantes se distribuyen en cada célula hija (Fig. 19-1). La 
replicación y segregación de los cromosomas en las células hijas debe 
ocurrir en el orden adecuado en cada división celular. Si una célula en- 
tra en la etapa de segregación de los cromosomas antes de que se haya 
completado la replicación de todos ellos, al menos una de las células 
hijas perderá información genética. De la misma forma, si ocurre una 
segunda ronda de replicación en una región de un cromosoma antes 
de que ocurra la división celular, los genes codificados en esa región 
se incrementan en cantidad desproporcionada con relación a los otros 
genes, un fenómeno que a menudo lleva a un desequilibrio de la expre- 
sión genética que es incompatible con la viabilidad. 

Se requiere mucha precisión y fidelidad para asegurarse de que la 
replicación de DNA se lleva a cabo correctamente y de que cada célula 
hija hereda la cantidad correcta de cada cromosoma. Para lograr esto, 
la división celular está controlada por mecanismos de vigilancia, cono- 
cidos como vías del punto de control, que previenen el inicio de cada 
paso de la división celular hasta que se hayan completado los pasos pre- 
vios de los que depende y se hayan corregido los errores que ocurrieron 
durante el proceso. Las mutaciones que inactivan o alteran la operación 
normal de estas vías del punto de control contribuyen a la generación 
de células cancerosas dado que resultan en reordenamientos cromo- 
sómicos y en cantidades de cromosomas anormales, que llevan a más 
mutaciones y cambios en el nivel de expresión genética que causan el 
crecimiento celular descontrolado (véase Cap. 24). 

A fines de la década de 1980, resultó evidente que los procesos mo- 
leculares que regulan los dos eventos clave en el ciclo celular —la replica- 
ción y la segregación de los cromosomas— son fundamentalmente simi- 
lares en todas las células eucariontes. Al principio, a muchos científicos 
les llamaba la atención que células tan diversas como las levaduras en 
gemación y las neuronas humanas en desarrollo usaran proteínas casi 
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idénticas para regular su división. Sin embargo, al igual que la trans- 
cripción y la síntesis de proteínas, el control de la división celular pa- 
rece ser un proceso celular fundamental que evolucionó y se optimizó 
mucho al inicio de la evolución eucarionte. Debido a esta similitud, 
la investigación con diversos organismos, cada uno con sus ventajas 
experimentales particulares, contribuyó a una mayor comprensión del 
modo en que los eventos del ciclo celular están coordinados y controla- 
dos. Se han empleado tanto las técnicas bioquímicas como las genéticas, 
las de imágenes y la micromanipulación para estudiar varios aspectos 
del ciclo celular de las células eucariontes. Estos estudios revelaron que 
la división celular se controla primariamente regulando el momento 
oportuno de entrada al ciclo de división celular, la replicación nuclear 
de DNA y la mitosis. 

Los grandes controladores del ciclo celular son un pequeño nú- 
Pe de proteíncinasas heterodiméricas que contienen una subunidad 
e > EN y una subunidad catalítica (cinasa dependiente de 
ciclina, O . Estas cina nión o 
e eto E heterodiméricas regulan las actividades 

eínas invo : 
A AD , ucradas en la entrada al ciclo celular, la re- 
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E y luego describimos los Varios sistemas experimental con- 
ribuyeron a nuestra comprensión actual d ntales que 
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iclo celular. A conti- 
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enfasis en la forma en que el control de la actividad CDK gobierna los 
eventos que ocurren en cada fase. Luego analizaremos los sistemas de 
jas vías de puntos de control que establecen el orden del ciclo celular y 
se aseguran de que cada fase del ciclo ocurra con precisión. En nuestro 
isis haremos énfasis en los principios generales que gobiernan la 


anál 
sión del ciclo celular y usaremos una nomenclatura que abarque 


progre 
todas las especies a la hora de discutir los factores que controlan cada 


fase del ciclo celular. El capítulo concluye con un análisis de la meiosis, 
un tipo de división celular especial que genera células germinales ha- 
ploides (óvulo y espermatozoide) y los mecanismos moleculares que la 
diferencian de la mitosis. 


19.1 Generalidades del ciclo celular y su control 


Comenzamos nuestro análisis con un repaso de las etapas del ciclo 
celular de las células eucariontes, presentando un resumen del mode- 
lo actual de la forma en que el ciclo está regulado. Veremos la forma 
en que la replicación de DNA lleva a la creación de dos moléculas de 
DNA idénticas durante la fase de síntesis de DNA y de qué manera 
estas moléculas de DNA se compactan y se estructuran para ser se- 
gregadas a las células hijas. Luego introduciremos a las grandes regu- 
ladoras del ciclo celular, las cinasas dependientes de ciclina, antes de 
terminar con un análisis general de los principios que gobiernan el 
ciclo celular para asegurarse de que el proceso ocurre respetando los 
tiempos y sin errores. 


(q) ANIMACIÓN FOCALIZADA: Mitosis 


El ciclo celular es una serie de eventos ordenados 
que llevan a la replicación celular 


el ciclo celular se divide en cuatro 


Como se ilustra en la Figura 19-1, 
mamífero en el ciclo celular 


etapas principales. Las células somáticas de 
amaño y sintetizan RNA y proteínas requeridas 


(replicación) crecen en t 
para la síntesis de DNA durante la fase G, (que toma su nombre de Gap 


1, ointervalo 1). Cuando las células han alcanzado el tamaño apropiado 
y han sintetizado las proteínas requeridas, entran en el ciclo celular atra- 
vesando un punto en G, que se conoce como START. Una vez que se ha 
cruzado este punto, las células se dedican a la división celular. El primer 
paso hacia la división celular exitosa es la entrada en la fase S (síntesis), 
el período en el cual las células replican activamente sus cromosomas. 
Después de progresar a una segunda fase de intervalo, la fase G,, las cé- 
lulas comienzan el complicado proceso de la mitosis, también llamada 
fase M (mitótica), que está dividida en varias ctapas (Fig. 19-2). 

Al analizar la mitosis, usamos comúnmente el término cromo- 
soma para las estructuras replicadas que se condensan y se vuelven 
visibles al microscopio óptico durante las etapas iniciales de la mito- 
sis. Así, cada cromosoma está compuesto por dos moléculas de DNA 
idénticas que resultan de la replicación del DNA, más las histonas y 
otras proteínas asociadas a los cromosomas (véase la Fig. 6-39). Las 
dos moléculas de DNA idénticas y proteínas asociadas a los cromoso- 
mas que forman un cromosoma se llaman cromátidas hermanas, las 
cuales están unidas unas a otras por entrecruzamiento de proteínas a 
lo largo de su longitud. 


VIDEO: Visualización de la mitosis con sondas fluorescentes 


FIGURA 19-2 Las etapas de la mitosis. Durane 
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Durante la interfase, la parte del ciclo celular e 


f ds ntre el final de una 
ase M y el inicio de la siguiente, la me 


mbrana nuclear externa es conti- 
nua con el retículo endoplasmático. Con el inicio de la mitosis en profa- 
I retículo endoplasmático 
as Células de los eucariontes superiores, y las membra- 
nas del Golgi se rompen y se convierten en vesículas. Esto es necesario 
para que los microtúbulos, que son nucleados por los centrosomas, 
puedan interactuar con los cromosomas para formar el huso mitótico, 
que consiste en un haz de microtúbulos con forma de pelota de fútbol 
con un grupo de microtúbulos en forma de estrellas que radian de cada 
extremo, o polo del huso. Un complejo de multiprotcínas, el cinetocoro, 
se ensambla en cada centrosoma. Después de la ruptura de la envoltura 
nuclear, los cinetocoros de las cromátidas hermanas se asocian con los 
microtúbulos que vienen de los polos del huso opuestos (véase la Fig. 
18-37), y los cromosomas se reúnen en un llano en el centro de la célula 
en metafase. Durante el período de la mitosis anafase, las cromátidas 
hermanas se separan. Inicialmente, son llevadas por los microtúbulos 
hacia los polos del huso y despué se ven más separadas a medida que los 
polos del huso se alejan uno del otro (véase la Fig. 19-2). 

Una vez que se ha completado la separación de los cromosomas, 
el huso mitótico se desensambla y los cromosomas se descondensan 
durante la telofase. La envoltura nuclear se vuelve a formar alrededor 
de los cromosomas segregados a medida que se descondensan. La di- 
visión física del citoplasma, llamada citocinesis, produce dos células 
hijas. Después de la mitosis, las células en replicación entran en la fase 
G, y se embarcan en otra vuelta del ciclo. 

La progresión de las etapas del ciclo celular es la misma para to- 
dos los eucariontes, aunque el tiempo que lleva completar un giro 
del ciclo varía considerablemente entre los organismos. Las células 
humanas que se replican rápidamente progresan a través de todo el 
ciclo celular en aproximadamente 24 horas: G, lleva 9 horas; la fase S, 
10 horas; G,, 4,5 horas; y la mitosis, 30 minutos. En contraste, todo el 


se, la envoltura nuclear se retrac al interior de 
en la mayoría de | 


ciclo lleva solo 90 minutos en levaduras de crecimiento rápido. ¡Las 
divisiones celulares que ocurren durante el inicio del desarrollo del 
embrión de la mosca de la fruta Drosophila melanogaster se comple- 
tan en tan solo 8 minutos! 

En los organismos multicelulares, la mayoría de las células diferen- 
ciadas “salen” del ciclo celular y sobreviven durante días, semanas o, en 
algunos casos (p. ej., células nerviosas y células del cristalino), durante 
toda la vida de los organismos sin volver a dividirse. Por lo general, esas 
células posmitóticas salen del ciclo celular en G,, y entran en una fase 
llamada G, (véase la Fig. 19-1). Algunas células en G, pueden regresar 
al ciclo celular y reanudar la replicación; este reingreso está regulado, y 
proporciona así control de la proliferación celular. 


Las cinasas dependientes de ciclina controlan 
el ciclo celular de los eucariontes 


Como se mencionó en la introducción del capítulo, el paso a través 
del ciclo celular está controlado por proteincinasas heterodiméricas 
compuestas por una subunidad catalítica y otra reguladora. Las con- 
centraciones de las subunidades catalíticas, las cinasas dependientes 
de ciclina (CDK), son constantes a través de todo el ciclo celular. Sin 
embargo, no tienen actividad cinasa a menos que estén asociadas con 
una subunidad reguladora de ciclina. Cada CDK puede asociarse con 
un pequeño número de diferentes ciclinas que determinan la espe- 
cificidad del sustrato del complejo, es decir, qué proteínas fosforila, 
Cada ciclina solo está presente y activa durante la etapa del ciclo ce- 
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Varios principios clave gobiernan el ciclo celular 


El objetivo de cada división celular es generar dos células hijas de com- 
posición genética idéntica. Para lograr esto, los exentos del ciclo celular 
deben ocurrir en el orden adecuado. La replicación del DNA siempre 
debe ocurrir antes de la segregación de los cromosomas. En la actuali- 
dad, sabemos que la actividad de las proteínas clave que promueven la 
progresión del ciclo celular, las CDK, fluctúa durante el ciclo celular. Por 
ejemplo, las CDK que promueven la fase S están activas durante la fase 
S pero inactivas durante la mitosis. Las CDK que promueven la mitosis 
solo están activas durante la mitosis. Estas oscilaciones de la actividad 
de las CDK son un aspecto fundamental del control del ciclo celular 
en los eucariontes, y hemos adquirido gran comprensión a lo largo de 
los últimos años sobre la forma en que estas oscilaciones se generan. 
Las oscilaciones se generan por mecanismos de retroalimentación 
positivos, en los que CDK específicas promueven su propia activación. 
Estos bucles de retroalimentación positivos están acoplados con me- 
canismos de retroalimentación negativos subsiguientes en los que, 
indirectamente o con un retraso programado, las CDK promueven su 
propia inactivación. Las oscilaciones no solo impulsan hacia adelante 
el ciclo celular, sino que también crean transiciones abruptas entre las 
diferentes etapas del ciclo celular, esenciales para provocar las diferen- 


" tes etapas del ciclo celular. 


En la maquinaria de oscilación del ciclo celular, hay un sistema de 
mecanismos de vigilancia que se asegura que el próximo evento del 
ciclo celular no sea activado antes de que el anterior se haya completa- 
do o antes de que los errores que ocurrieron durante el paso anterior 


se hayan corregido. Estos mecanismos de vigilancia se llaman vías del 


punto de control, y su trabajo es asegurar la precisión de los procesos 


de replicación y segregación de los cromosomas. El sistema que se ase- 


gura que los cromosomas se segreguen de manera precisa es tan efi- 


ciente que ocurre un error en la segregación ¡una vez en 10*-10* divisio- 
2cÍ] áaltivle 

nes! Estas múltiples capas de control sobre la maquinaria de control del 

ciclo celular se aseguran de que el ciclo sea robusto y carezca de errores. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 19.1 


Generalidades del ciclo celular y su control 
* El ciclo celular eucarionte está div 


período entre la mitosis y la iniciación de la replicación del DNA 


ce S (el período de la replicación del DNA nuclear), G, (el 
perío lo entre la compleción de la replicación del DNA nuclear y la 
mitosis) y M (mitosis). 


idido en cuatro fases: G, (el 


* Las células se predestinan aun 


a nueva división celul me 
: ar en un pu 
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START. 


« Los complejos ciclina-CDK, compuestos de una subunidad 
reguladora de ciclinas y una subunidad de cinasa dependiente de 
ciclina (CDK), impulsan el avance de una célula a través del ciclo 
celular. 


+ Las ciclinas activan las CDK y están presentes solo en la etapa del 
ciclo celular que promueven. 


« Las actividades de las CDK oscilan durante el ciclo celular. Los bucles 
de retroalimentación positiva y negativa impulsan estas oscilaciones. 


« Los mecanismos de vigilancia, llamados vías del punto de control, 
garantizan que cada paso del ciclo celular se complete correctamente 
antes de que se inicie el siguiente. 


19.2 Organismos modelo y métodos 
para estudiar el ciclo celular 


La resolución de los mecanismos moleculares que gobiernan la pro- 
gresión del ciclo celular en los eucariontes fue notablemente rápida 
e impulsada por la combinación poderosa de los enfoques genéticos 
y bioquímicos. En esta sección, analizaremos varios sistemas modelo 
y su contribución al descubrimiento de mecanismos moleculares de la 
división celular. Los tres sistemas más importantes utilizados para es- 
tudiar el ciclo celular son las levaduras unicelulares Saccharomyces cere- 
visiae (levadura en gemación) y Schizosaccharomyces pombe (levadura 
de fisión) y los ovocitos y embriones iniciales de la rana Xenopus laevis. 
También analizaremos la mosca de la fruta Drosophila melanogaster, 
que mostró ser muy poderosa en el estudio de la interacción entre la 
división y el desarrollo celular así como también en la manera en que el 
estudio de células de tejidos en cultivo de mamíferos llevó a la caracte- 
rización del control del ciclo celular en los mamíferos. 

Los estudios del ciclo de división celular en muchos sistemas expe- 
rimentales diferentes también llevaron a dos notables descubrimientos 
acerca del control general del ciclo celular. En primer término, procesos 
moleculares complejos como el inicio de la replicación del DNA y la 
entrada en mitosis están regulados y coordinados por un número pe- 
queño de grandes proteínas reguladoras del ciclo celular. En segundo 
término, estas grandes proteínas que los controlan están muy conser- 
vadas, de modo tal que los estudios del ciclo celular en hongos, erizos 
de mar, insectos, ranas y otras especies pueden aplicarse de manera 
directa a todas las células eucariontes, incluyendo las células humanas. 


Las levaduras en gemación y fisión son sistemas 
poderosos para el análisis genético del ciclo celular 


Las levaduras en gemación y fisión han demostrado ser sistemas valio- 
sos para el estudio del ciclo celular. Si bien ambas pertenecen al reino de 
los hongos, solo tienen una relación lejana. Ambos organismos pueden 
existir en el estado haploide y llevan solamente una copia de cada cro- 
mosoma. El hecho de que estas levaduras puedan existir como células 
haploides las convierte en poderosos sistemas genéticos. Es fácil generar 
Mutaciones que inactivan genes en las haploides porque solo hay una 
copia de cada gen (un sistema diploide requeriría una mutación que in- 
active en cada una de las dos copias del gen para volver su actividad no 
funcional). La levadura haploide puede utilizarse fácilmente para visua- 
lizar o seleccionar mutantes con defectos específicos, como defectos en la 


proliferación celular. Las ventajas adicionales de ambos sistemas son la 
relativa facilidad con la que uno puede manipular la expresión de genes 
individuales, sus genomas completamente secuenciados y la facilidad con 
la que se los puede cultivar y manipular para que los cultivos de las células 
de levadura progresen a través del ciclo celular de manera sincrónica. 
Las células de las levaduras en gemación son de forma ovoide y se 
dividen por gemación (Fig. 19-3a). El brote es la futura célula hija y 
comienza a formarse en concomitancia con el inicio de la replicación 
del DNA y continua creciendo a través de todo el ciclo celular (Fig. 
19-3b). Por ende, es posible inferir la etapa del ciclo celular a partir 
del tamaño del brote, lo que hace de $. cerevisiae un sistema útil para 
identificar los mutantes que están bloqueados en etapas especificas 
del ciclo celular. De hecho, fue en este organismo donde Lee Hartwell 
y cols. identificaron por primera vez los mutantes que eran defectuo- 
sos en el progreso a lo largo de etapas específicas del ciclo celular. Al 
igual que las células de los mamíferos, el ciclo celular de las levaduras 
en gemación tiene una fase G, larga, y el estudio del ciclo celular de la 
levadura en gemación nos ayudó a comprender la forma en que está 
controlada la transición de la fase G -S. 

Las células de las levaduras de fisión tienen forma de vara y crecen 
completamente por la elongación de sus extremos (Fig. 19-4a). Después 
de que se completa la mitosis, ocurre la citocinesis por la formación de 
un tabique (Fig. 19-4b). Los mecanismos moleculares que gobiernan la 
G, y la entrada en mitosis son muy similares entre las levaduras de fisión 
y las células de los metazoarios, y los estudios con este organismo revela- 
ron los eventos moleculares que rodean la fase transición de la fase G,-M. 

Tanto las levaduras en gemación como las de fisión son útiles para 
aislar los mutantes que se bloquean en pasos específicos del ciclo ce- 
lular o los que exhiben una regulación alterada del ciclo. Dado que la 
progresión del ciclo celular es esencial para su viabilidad, los científicos 
aislaron mutantes condicionales que codifican proteínas que son fun- 
cionales a una temperatura pero se vuelven inactivas a otra, a menudo 
a una temperatura elevada (p. ej., debido al plegamiento inadecuado de 
las proteínas a la temperatura no permisiva). Los mutantes detenidos 
en una etapa particular del ciclo celular se distinguen fácilmente de las 
células en división normales al examinarlas en un microscopio. Así, en 
ambas levaduras se aislaron de inmediato las células con mutaciones 
sensibles a la temperatura que causan defectos en proteínas específicas 
requeridas para progresar a lo largo del ciclo celular (véase la Fig. 5-6). 
Esas células se llaman mutantes cdc (ciclo de división celular). 

¿De qué manera es posible identificar qué gen es defectuoso en un 
mutante cede dado? Los alelos de tipo silvestre de mutantes cdc recesivos 
sensibles a la temperatura pueden aislarse de inmediato al transformar 
las células mutantes haploides con una genoteca de plásmidos prepara- 
do a partir de células de tipo silvestre y luego poniendo en una placa las 
células transformadas a una temperatura no permisiva (Fig. 19-5). Las 
células mutantes haploides no pueden formar colonias a la temperatu- 
ra no permisiva. Sin embargo, una célula mutante transformada puede 
crecer y convertirse en una colonia si también contiene un plásmido 
que lleve el alelo de tipo silvestre que complemente la mutación recesi- 
va; luego pueden recuperarse los plásmidos que llevan el alelo de tipo 
silvestre de esas células, lo que permite la identificación del gen comple- 
mentario. Dado que muchas de las proteínas que regulan el ciclo celular 
están muy conservadas, los CDNA humanos clonados en vectores de ex- 
presión de levaduras a menudo pueden complementar los mutantes del 
ciclo celular de la levadura y llevar al aislamiento rápido de genes huma- 
nos que codifican las proteínas de control del ciclo celular. De hecho, fue 
la capacidad del gen humano que codifica CDK1 de complementar los 
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“9 VIDEO: Mitosis y gemación en S. cerevisiae 
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FIGURA 19-3 La gemación de la levadura S. cerevisiae. (a) 
Fotomicrografía electrónica de barrido de células de 5. cerevisiae en varias 
etapas del ciclo celular. Cuanto mayor sea el brote que surge hacia el final de la 
fase G., más avanzada estará la célula en el ciclo celular (b) Eventos principales 
del ciclo celular de S. cerevisiae Las células hijas nacen más pequeñas que 

las células madres y deben crecer en mayor medida en G, antes de que 

sean lo suficientemente grandes como para ingresar a la fase S. START es el 


defectos del crecimiento causados por la inactivación de la levadura de 
fisión CDKI la que llevó al reconocimiento del alto grado de conserva- 
ción que existe entre las reguladoras del ciclo celular de los eucariontes. 


Los ovocitos de rana y los embriones iniciales 
facilitan la caracterización bioquímica del motor 


del ciclo celular 


Los estudios bioquímicos requieren la preparación de extractos ce- 
lulares de muchas células. Para los estudios bioquímicos del ciclo 
celular, los óvulos y los embriones iniciales de los anfibios y de los 
invertebrados marinos son en particular apropiados. Típicamente, 
estos organismos tienen muchos óvulos, y la fertilización es seguida 
por múltiples ciclos celulares sincrónicos. Al aislar gran cantidad de 
óvulos de las hembras y fertilizarlos simultáneamente por medio de la 
adición de los espermatozoides (o tratarlos en maneras que imiten la 
fertilización), los investigadores pueden obtener extractos de células 
en puntos específicos del ciclo celular para analizar las actividades de 


las proteínas y las enzimas. 
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punto del ciclo celular después del cual las células están ¡irreversiblemente 
determinadas a ingresar en el ciclo celular, G, no está bien definido en la 
levadura en gemación y, por lo tanto, se denota entre paréntesis. Nótese que la 
envoltura nuclear no se desensambla durante la mitosis de la S. cerevisiae y de 
otras levaduras. Los cromosomas pequeños de $. cerevisiae no se condensan 

lo suficiente como para ser visibles al microscopio Óptico. (Parte [a] cortesía de É 


Schachtbach y | Herkowitz ) 


Para entender de qué manera los ovocitos y los huevos de las X. lae- 
vis se pueden usar para analizar la progresión del ciclo celular, primero 
debemos explicar los eventos de la maduración del ovocito, que se puede 
recapitular in vitro. Hasta ahora, analizamos la división mitótica; sin em- 
bargo, los ovocitos atraviesan una división meiótica (véase la Fig. 19-38 
para una explicación general de la meiosis). A medida que los crecio se 
desarrollan en el ovario de la rana, replican su DN a 
durante 8 meses, tiempo durante e 
un diámetro de 1 mm, almace 
para las múltiples divisiones ce 
cho las estimula, las célul 


A y se detienen en la G, 
| cual crecen en tamaño hasta alcanzar 
nando todos los materiales que necesitan 
lulares del embrión inicial. Cuando un ma- 
rita e 6 de 2 ovarios de una hembra adulta secretan la 
sii | ú xerona, que induce a los ovocitos detenidos en la 
2 pe " la meiosis, Como veremos en la Sección 19.8, la meiosis con- 
. , > : .. od de segregación de cromosomas, conocidas 
entren en la meiosis ] a ps me 
detienen y aguardan la Mc Pi pg 
se las llama ovocitos. Cuando se lo fec As 
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- En esta etapa, a las células 
unda con espermatozoides, el núcleo 


a detenció 
nción en la metafase II y completa la meiosis. 


a) VIDEO: Mitosis y división celular en 5. pombe 
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FIGURA 19-4 La fisión de la levadura S. pombe. (s' Fotomicrografía 

electrónica de barrido de células de S. pombe en varias €lapas del ciclo celular 
Las células largas están próximas a entrar en mitosis, as células 
! ales eventos del ciclo celular 


“ortas han 


pasado recientemente por citocinesis. (b) Princip 


Crecimiento celular 


de la 5. pombe. START es el punto del ciclo « elular después del cual las células 
están Iirreversiblemente condicionadas a pasar por el ciclo celular. Como ocurre 
en S cerevisiae, la envoltura nuclear no se rompe durante la mitosis. (Parte [a] 
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FIGURA EXPERIMENTAL 19-5 Los genes en el ciclo de 
división celular silvestre (CDC) pueden ser aislados de 
la genoteca de S. cerevisiae por complementación 
funcional de mutantes cdc. Las celulas mutantes con una 
mutación sensible a temperatura del gen CDC se transforman 
con una genoteca preparada a partir de celulas de tipo 
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19.2 Organismos modelo y métodos para estudiar el ciclo celular 
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FIGURA 19-6 La progesterona estimula la maduración meiótica de 

los ovocitos de Xenopus. (a) Paso l el tratamiento con progesterona de 
ovocitos de Xenopus detenidos en G, extraídos quirúrgicamente del ovario de 
una hembra adulta hace que los ovocitos ingresen en la meiosis |. Dos pares 
de cromosomas homólogos en sinapsis (azul) conectados a los microtúbulos 
del huso meiótico (verde) se muestran de modo esquemático para representar 
a las células en la metafase de la meiosis |. Paso EX: segregación de los 
cromosomas homólogos y una división celular muy asimétrica que expulsa la 
mitad de los cromosomas a una pequeña célula llamada primer cuerpo polar 
De inmediato, el ovocito inicia la meiosis Il y se detiene en metafase ll para 
producir un huevo. Dos cromosomas conectados a los microtúbulos del huso 


El núcleo haploide del ovocito resultante se fusiona luego con el núcleo 
haploide del espermatozoide y produce un núcleo diploide en el zigoto. 
Sigue la replicación del DNA y comienza la primera división mitótica de 
embriogénesis. Luego, las células embrionarias resultantes proceden a lo 
largo de 11 ciclos celulares sincrónicos más rápidos y generan una esfera 
de células hueca llamada blástula. Entonces, la división celular se frena, y 
las divisiones posteriores son no-sincrónicas, con células en diferentes po- 
siciones de la blástula dividiéndose en diferentes momentos. 

La ventaja de usar X. laevis para estudiar los factores implicados en 
la mitosis es que se pueden preparar gran cantidad de ovocitos y huevos 
y todos proceden sincrónicamente a través de los eventos del ciclo celu- 
lar que siguen a la administración de progesterona y a la fecundación. 
Esto hace que sea posible preparar cantidades de extracto suficientes 
para experimentos bioquímicos de células que estaban en el mismo 
punto del ciclo celular. Fue en este sistema donde se descubrieron por 
primera vez los complejos de ciclina-CDK que desencadenan la mitosis 
y la naturaleza oscilatoria de su actividad. Esta actividad se llamó factor 
promotor de la maduración (MPF, maturation-promoting factor) de- 
bido a su capacidad de inducir la entrada en meiosis al ser inyectado en 
los ovocitos en reposo en el G.. 


Las moscas de la fruta revelan la interrelación 
entre el desarrollo y el ciclo celular 


Con frecuencia, el desarrollo de tejidos complejos requiere modificacio- 
nes específicas del ciclo celular. La comprensión de la interrelación entre el 
desarrollo y la división celular resulta así crítica si deseamos comprender 
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se muestran esquemáticamente para representar células del huevo detenidas 
en la metafase de la meiosis II. Paso EX fecundación por espermatozoides que 
liberan los huevos de su detención en metafase y permite así que avancen 

a través de la anafase de la meiosis Il y sufran una segunda división muy 
asimétrica que elimina una de las cromátidas de cada cromosoma en un 
segundo cuerpo polar. El pronúcleo femenino haploide resultante se fusiona 
con el pronúcleo del espermatozoide haploide para producir el cigoto 
diploide. Paso El el cigoto sufre replicación del DNA y la primera mitosis. Paso 
El la primera mitosis es seguida por 11 divisiones sincrónicas adicionales para 
la formación de una blástula. (b) Fotomicrografía de huevos de Xenopus. (Parte (b] 
copyright O ISMPhototake ) 


de qué manera se construyen los organismos complejos. La Drosophila 
melanogaster se ha establecido como el primer sistema modelo para el es- 
tudio de la interrelación entre el desarrollo y el ciclo celular. El desarrollo 
de este organismo no solo implica varios ciclos celulares muy inusuales; 
las técnicas genéticas poderosas que pueden aplicarse a las moscas de las 
frutas facilitaron el descubrimiento de genes implicados en el control del 
desarrollo del ciclo celular. Las primeras 13 divisiones nucleares del em- 
brión de Drosophila fertilizado ocurren en un citoplasma común y son 
ciclos rápidos de replicación del DNA y mitosis (sin fases de retardo), 
impulsadas por reguladores clave del ciclo celular que se almacenaron en 
el citoplasma del óvulo a medida que este maduraba. Estas divisiones se 


llaman divisiones sincitiales y ocurren al unísono (Fig. 19-7). A medida 
que las reservas maternas se agotan, se introducen fe 


a ases de espera, la pri- 
mera G, seguida de la G.. La mayoría de las células del embrión dejan de 
dividirse en este punto, forman 


se membranas plasmáticas y utilizan un ciclo 
celular especializado conocido como endociclo. En el endociclo, las células 
replican su DNA pero no sufren mitosis, Esto lleva a un aumento en la 
a biosíntesis aumentada de macromoléculas, 
Ss individuales incrementen su tamaño. Así el 
esarrollado a una larva que se arrastra, crece 
O del tamaño celular y no por multiplicación 
eleccionado de células no comparte este des- 
n los discos imaginales, los órganos que darán 
Mosca adulta durante la metamorfosis, la cual 
de Pupa y transforma las larvas en moscas adul- 


tino. Estas se encuentran e 


21) VIDEO: Divisiones sinciciales del embrión de la D 
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FIGURA 19-7 Patrones de división celular durante el ciclo vital de la 
Drosophila melanogaster. Después de la fecundación, los núcleos del 
embrión sufren 13 ciclos rápidos fase S-fase M. Estos son seguidos por tres 
divisiones que incluyen fase G,. Estas divisiones nucleares ocurren con un 
citoplasma común y, por lo tanto, se llaman divisiones sinciciales. Durante 

las etapas tardías de la embriogénesis y a través del desarrollo larvario (con 
excepción del sistema nervioso), las células sufren endociclos Esto conduce a 
un incremento de la ploidia y del tamaño celular y, por lo tanto, al crecimiento 


El estudio de los cultivos de tejidos celulares revela 
la regulación del ciclo celular de los mamíferos 


La regulación del ciclo celular de las células humanas es más compleja 
que en otros sistemas no mamíferos. Para comprender este nivel in- 
crementado de complejidad y las alteraciones del ciclo celular que son 
causas de cáncer, es importante estudiar el ciclo celular no solo en orga- 
nismos modelos, sino también en células humanas. Los investigadores 
emplean las células normales o tumorales crecidas en cajas de plástico 
para estudiar las propiedades del ciclo de las células humanas, un méto- 
do llamado cultivo de tejidos o cultivo celular. Sin embargo, es impor- 
tante notar que muchos de los tipos celulares empleados para estudiar 
el ciclo de las células humanas per se tienen propiedades alteradas del 
ciclo celular debido a las alteraciones genéticas que ocurrieron durante 
su cultivo o porque fueron aisladas de tumores humanos. Más aún, las 
condiciones de cultivo in vitro no se asemejan a las que están presentes 
en los organismos y podrían llevar a una conducta alterada de las cé- 
lulas. Si bien algunos aspectos de la división celular de los mamiferos 
no se reeditan en las condiciones de las células en cultivo (tal como la 
importancia de la organización de los tejidos y las señales del desarrollo 
que gobiernan el control del ciclo celular), los sistemas de cultivos de 
células proporcionan sin embargo conocimientos críticos acerca de los 
mecanismos intrínsecos de las células de los mamíferos que gobiernan 
las divisiones celulares. Los investigadores también trabajan para poder 
establecer sistemas de cultivo que se asemejen más cercanamente a la 
arquitectura de las células en los tejidos. Por ejemplo, en la actualidad 
están desarrollándose polímeros para permitir a los científicos el creci- 
Miento de las células en cultivos 3-D. 
Como veremos en el Capítulo 21, las células humanas en cultivo 
Primario y otras células de mamífero tienen un espectro vital fini- 
to cuando se las cultiva in vitro. Las células humanas normales, por 
ejemplo, se dividen 25-50 veces, pero a partir de entonces la prolife- 
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larvario En la pupa, durante un proceso llamado metamorfosis, los discos 
imaginales, los tejidos que can lugar a los órganos del adulto, atraviesan 
divisiones mitóticas y luego se diferencian para formar estructuras adultas. 
Hay varios tipos de divisiones en la mosca adulta Las células madre atraviesan 
divisiones mitóticas, la meiosis da origen a los espermatozoides y los huevos, 
y los endociclos crean células poliploides en el ovario. (adaptado de Lee y Orr Weaver, 


003. Ann Rev Genet. 37:545-578 


ración se hace más lenta y, por último, se detiene. Este proceso se lla- 
ma senescencia replicativa. Las células pueden escapar a este proceso 
e inmortalizarse, lo que permite a los investigadores establecer líneas 
celulares. Aunque estas líneas celulares tengan alteraciones genéticas 
que afectan ciertos aspectos de la proliferación celular, sin embargo 
son una herramienta útil para estudiar la progresión del ciclo celu- 
lar en células humanas. Estas líneas celulares proveen un suministro 
inagotable de células que, como veremos luego, pueden ser manipu- 
ladas para avanzar a través del ciclo celular de modo sincrónico, y 
permitir así el análisis de los niveles de proteínas y la actividad enzi- 
mática en diferentes etapas del ciclo celular. 


Los investigadores emplean múltiples herramientas 
para estudiar el ciclo celular 


El análisis experimental de las propiedades del ciclo celular requie- 
re de nuestra capacidad para determinar la etapa del ciclo celular de 
células individuales, La microscopia óptica proporciona algunos pa- 
rámetros para estimar el avance del ciclo celular. Por ejemplo, el mi- 
croscopio óptico le permite a un investigador determinar si las células 
de mamífero en cultivo se encuentran en interfase (G, fase Sy G)o 
Jido son planas y se 
adhieren a la caja de plástico durante la interfase, pero se redondean y 
forman estructuras esféricas cuando atraviesan la mitosis (Fig. 19-8) 
La microscopía de fluorescencia de las estructuras celul 
de marcadores específicos del ciclo celular, e 


en mitosis, Las células de mamifero en cultivo de te 


ares o el análisis 
s decir de proteínas que 
solo están presentes en ciertas etapas del ciclo celular, permite una de- 
terminación más precisa de la etapa del ciclo celular. 

Además de las herramientas microscópicas, los investigadores del 
ciclo celular usan la citometría de flujo para determinar el contenido 
del DNA de una población de células (Fig. 19-9; véase también la Fig. 
9-2). Las células son tratadas con un colorante fluorescente que se 
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FIGURA 19-8 Células humanas que atraviesan 
la mitosis. Las células HeLa Kyoto fueron filmadas 
durante la mitosis. Las imágenes que se muestran 
fueron tomadas cada 20 minutos. Las células son 
planas durante la interfase, pero a medida que 


avanzan en la mitosis se redondean y se dividen 


Luego, se aplanan nuevamente. í 
Paul Chana, MIT) 


Iesia de Sejal Vyas y 


une al DNA y luego puede evaluarse en forma cuantitativa la cantidad 
de colorante que se incorpora al DNA de las células empleando un 
citómetro de flujo. Luego, las células son seleccionadas por su conte- 
nido de DNA y, de esta manera, es posible determinar el porcentaje de 
células que se encuentran en la fase S, G,,G, o en mitosis. Las células 
en G, tendrán la mitad del DNA que aquellas en G, o en mitosis. Las 
células que están atravesando la síntesis de DNA en la fase S tendrán 
una cantidad intermedia de DNA. 

Para caracterizar diferentes eventos del ciclo celular, es esencial 
examinar poblaciones celulares que avancen a través del ciclo celu- 
lar de modo sincrónico. Los investigadores logran esto mediante la 
detención reversible de las células en una etapa particular del ciclo 
celular. Habitualmente, esta detención del ciclo celular se logra res- 
tringiendo los nutrientes o añadiendo factores anticrecimiento, que 
hacen que las células se detengan en G.. En las levaduras en gemación, 
por ejemplo, las células tratadas con una feromona de apareamiento 
se detienen en G,. Cuando se elimina la feromona de las células (por 
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FIGURA EXPERIMENTAL 19-9 Análisis del contenido de DNA por 
citometría de flujo. Levaduras haploides crecidas en cultivo y teñidas con 
yoduro de propidinio, un colorante fluorescente que se incorpora al DNA. El 
eje x muestra el contenido de DNA, el eje y, el número de células. El análisis 
del contenido de DNA muestra el predominio de dos poblaciones de células 
las células con DNA no replicado (1C) y las que tienen DNA replicado (20). Las 
células entre ambos picos representan aquellas que están en proceso de sufrir 
la replicación de su DNA. (Cortesia de Heidi Blank.) 
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lo general, lavándolas extensamente), estas salen de la detención en 
G, y avanzan a través del ciclo celular de modo sincrónico. En las 
células de mamífero, la eliminación de los factores de crecimiento al 
eliminar el suero del medio de cultivo (carencia de suero) detiene a 
las células en G,. La nueva adición de suero permite que las células 
reingresen en el ciclo celular. Otros métodos implican el bloqueo de 
cierto paso del ciclo celular con sustancias químicas. La hidroxiurea 
inhibe la replicación del DNA y lleva a una detención en la fase S. Al 
remover la sustancia, las células reanudarán la síntesis del DNA al 
unísono. El nocodazol desarma el huso mitótico y detiene el ciclo ce- 
lular en la mitosis. Una vez que el fármaco se ha eliminado, las células 
reanudan el avance a la mitosis de modo sincrónico. En las levaduras 
en gemación y fisión, las mutantes del ciclo de división celular con- 
dicional (cdc) introducidas tempranamente han probado ser una he- 
rramienta poderosa para crear cultivos sincronizados. Las mutantes 
cdc sensibles a la temperatura, cuando se incuban a temperatura no 
permisiva, se detienen en una etapa particular del ciclo celular porque 
son defectuosas en cierta proteína clave del ciclo celular. El retorno 


a la temperatura permisiva les permite a las células continuar con el 
ciclo de división celular de modo sincrónico. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 19,2 


Organismos modelo y métodos para estudiar el 
ciclo celular 


* La capacidad de aislar mutantes y ] 
genéticas de las levaduras en gem 0 
aislamiento de factores clave 
celular. 


as poderosas herramientas 
ación y fisión permitieron el 
iMportantes para la regulación del ciclo 


* Los ovocitos de rana y los embri 
fertilizados sincrónicamente 
estudios bioquímicos de ever 
naturaleza oscilatoria de los 


ON€s tempranos de huevos 
Proporcionan fuentes de extractos para 
Mos del ciclo celular e identificaron la 
complejos ciclinas-CDK. 

* Las moscas de la fruta son un 
interrelaciones entre la división 


* Las células en cultivo de tejidos hum 


: anos se emplean para estudiar 
las propiedades de los ciclos celulares , 


de los mamíferos. 


«La generación de poblaciones de células sincronizadas por la 
detención reversible de células en una etapa particular del ciclo celular 
permite al investigador examinar la conducta de las proteínas y 


] los 
procesos celulares durante el ciclo celular. 


19.3 Regulación de la actividad de la cinasa 
dependiente de ciclina (CDK) 


En las siguientes secciones, describiremos el modelo actual de 


regu- 
lación del ciclo celular eucarionte, resumido en la Figura 1 


9-10, y presen- 
taremos algunos de los experimentos que condujeron a su comprensión. 


Como veremos, los resultados obtenidos con diferentes sistemas y enfoques 


experimentales han proporcionado conocimientos acerca de cada uno de 
los puntos de transición del ciclo celular. Un descubrimiento central en 
los estudios del ciclo celular fue que las cinasas dependientes de ciclina go- 
biernan el avance a través del ciclo celular. Es importante tener en mente 
durante todo este capítulo tres características clave acerca de estas cinasas: 


* Las cinasas dependientes de ciclina (CDK) solo son activas cuando 
están unidas a una subunidad de ciclina reguladora. 


* Diferentes tipos de complejos ciclina-CDK inician distintos eventos. 
G, CDK y CDK de fase G,/ S promueven el ingreso en el ciclo celular, 
CDK fase S desencadena la fase S y las CDK mitóticas inician los even- 
tos de la mitosis (Fig. 19-11). 


* Existen múltiples mecanismos que aseguran que las diferentes CDK 
solo sean activas en las etapas del ciclo celular que desencadenan. 
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FIGURA 19-10 Regulación de las transiciones del ciclo celular. Las 
transiciones del ciclo celular están reguladas por las ciclinas-proteincinasas CDK, 
proteinfosfatasas y proteinligasas-ubicuitina. Aquí, el ciclo celular se encuentra 
representado, y las principales etapas de la mitosis se muestran en la pa, a 
superior. En G, temprana, no hay ciclina-CDK activas. En la fase G, media, O . i ; 
las CDK activan la transcripción de los genes necesarios para la replicación de 
DNA. Se inicia la fase S por la ubicuitina SCF-proteinligasa que ubicuitina los 
inhibidores de las CDK de la fase S, marcándolos para la degradación por los 
Proteasomas. Las CDK de la fase $ activan luego la replicación del DNA y -n inicia 
Su síntesis. Una vez que la replicación del DNA se ha completado, las célu o 
entran en G.. En la G, tardía, las CDK mitóticas desencadenan la entrada a la 
Mitosis. Durante la profase, la envoltura nuclear se rompe y los cromosomas se 
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alinean en el huso mitótico, pero no pueden separarse hasta que el complejo 
promotor de la anafase (CPA/C), una proteinligasa-ubicuitina, ubicuitine la 
proteína inhibidora de la anafase securina, marcándola para la degradación por 
los proteasomas. Esto resulta en la degradación de complejos proteicos que 
unen las cromátidas hermanas, el inicio de la anafase cuando las cromátidas 
hermanas se separan. Después del movimiento de los cromosomas hacia 

los polos del huso, el CPA/C ubicuitina las ciclinas mitóticas y provoca su 
degradación por los proteasomas. La caída resultante en la actividad de las 
CDK mitóticas, junto con la acción de las proteinfosfatasas, da como resultado 
la descondensación de los cromosomas, el reensamble de las membranas 
nucleares alrededor de los núcleos de las células hijas y la citocinesis. 
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pi feia general del modo en que las CDK regulan el 

r. Las células albergan diferentes upos de CDF que 
Inician distntos eventos del ciclo celular. De modo importante, las CDK solo 
30 activas en las etapas del ciclo celular que desencadenan. Las CDK de la 
fase G./S son activas en la transición entre G -S para desencadenar la entrada al 
ciclo celular. Las CDK de la fase S son activas durante la fase S y desencadenan 
esta fase. Las CDK mitóticas son activas durante la mitosis y la desencadenan 
Una ligasa de ubicuitina conocida como el complejo promotor de la 

anafase o ciclosoma (CPA/C) cataliza dos transiciones clave del ciclo « elular, 
ubicuitinando proteínas y así marcándolas para su degradación. El CPA/C inicia 
la anafase y la salida de la mitosis. 


En esta sección, primero analizaremos las propiedades de las CDK 
e investigaremos las bases estructurales de su activación y regulación. 
Luego, veremos el modo en que las ciclinas activan las CDK e investi- 
garemos los múltiples mecanismos de regulación que restringen a las 
diferentes ciclinas a la etapa adecuada del ciclo celular. Veremos que 
la degradación proteica desempeña una parte esencial en este proceso. 
Además, analizaremos de qué manera las modificaciones postraduc- 
cionales de las CDK y las proteínas inhibitorias que se unen directa- 
mente a los complejos ciclina-CDK son mecanismos de control adicio- 
nal esenciales en la restricción de diferentes actividades de las ciclinas- 
CDK a la etapa del ciclo celular adecuada. 


Las cinasas dependientes de ciclinas son pequeñas 
proteincinasas que requieren una subunidad 
de ciclina reguladora para su actividad 


Las cinasas dependientes de ciclina son una familia de pequeñas cinasas 
de serina/treonina (30-40 kD). No son activas en la forma monomérica 
sino, como se mencionó previamente, requieren una subunidad acti- 
vadora para ser activas como proteincinasas. En la gemación y fisión 
de las levaduras, una única CDK controla el avance a través del ciclo 
celular. Su actividad está especificada por subunidades específicas de 
ciclina de esa etapa del ciclo celular. Las células de mamífero contienen 
hasta nueve CDK, con cuatro de ellas, CDK1, CDK2, CDK4 y CDK6, 
que tienen claramente una acción de regulación del avance del ciclo 
celular. Se unen a diferentes tipos de ciclinas y, en conjunto, promueven 


CDK CDK  Actividag 
de fase S mitóticas de CPAJC 


CDK de fase 
G//S 


Actividad 


Transición 
metafase-anafase 


nes del ciclo celular. La CDKA y la CDK6 son las CDK 


distintas transicio 
a entrada en el ciclo celular, la CDK2 funciona 


de G, y promueven | sd 
como una CDK de la fase G/S y S, y la CDKI es la CDK de la mitosis, 


Por razones históricas, los nombres de varias cinasas dependientes de 
ciclinas de levaduras y vertebrados son diferentes. Siempre que resulte 
posible, emplearemos los términos generales G,, G,/fase S, fase S y mi- 
tosis para describir las CDK en lugar de la terminología específica de la 
especie. El Cuadro 19-1 muestra una lista de los diferentes nombres de 
las distintas CDK e indica en qué momento del ciclo celular son activas, 
Las CDK no solo están reguladas por la unión de las ciclinas, sino 
también por la fosforilación activadora e inhibitoria. En conjunto, es- 
tos eventos regulatorios aseguran que las CDK solo sean activas en la 
etapa adecuada del ciclo celular. La estructura tridimensional de las 
CDK proporciona mayor conocimiento acerca del modo en que la acti- 
vidad de estas proteincinasas se encuentra regulada. Las CDK no fosfo- 
riladas e inactivas contienen una región flexible llamada el bucle T que 
bloquea el acceso de los sustratos proteicos al sitio activo al que se une 
el ATP (Fig. 19-12a). El bloqueo estérico por el bucle T explica en gran 
medida por qué la CDK libre, no unida a la ciclina, tiene poca actividad 
de proteincinasa. La CDK no fosforilada unida a una de sus ciclinas 
asociadas tiene actividad de proteincinasa mínima pero detectable in 
vitro, aunque puede ser esencialmente inactiva in vivo. Extensas inte- 
racciones entre la ciclina y el bucle T provocan un notable movimiento 
en la posición del bucle T, lo cual de este modo expone el sitio activo 
de la CDK (Fig. 19-12b). Como veremos brevemente, la alta actividad 
del complejo ciclina-CDK requiere la fosforilación de la treonina acti- 


19-1 | Ciclinas y CDK: nomenclatura y sus papeles en el ciclo celular de los mamiferos 
CDK Ciclina Función Nombre general 
CDKI] Ciclina A, ciclina B Mitosis 


CDK mitóticas 


EA A A AIR RIA ARTE TZ A TAE, A mA 


Ciclina E, ciclina A 


Entrada al ciclo celular 


CDK de fase G /S 
Fase S 3 


CDK de fase S 


A ———————— A a E ETE + RR E EN 


Ciclina D 


G, CDK de G 
Entrada al ciclo celular 


a a PERA APIS A AAA A 


Ciclina D 


G, CDK de G 
Entrada al ciclo celular E 
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(a) CDK2 libre 


Hélice 0.1 


Bucle T 


FIGURA 19-12 Modelos estructurales de las CDK2 humana. (a) CDK? 
inactiva, libre, no unida a su subunidad de ciclina, ciclina A. En la CDK2 libre, 

el bucle T bloquea el acceso de los sustratos proteicos del fosfato y del ATP 
unido, que se muestra en un modelo de esferas y palillos. Las conformaciones 
de las regiones resaltadas en amarillo están alteradas cuando la CDK se une a 
la ciclina A. (b) Complejo ciclina A-CDK2 de baja actividad no fosforilado. Los 
cambios de conformación inducidos por la unión de un dominio de la ciclina 
A (azul) hacen que el bucle T se separe del sitio activo de la CDK2, de modo tal 
que pueden unirse proteinas sustrato. La hélice a 1de las CDK2, que interactúa 


vadora en el bucle T, lo que provoca cambios de conformación adicio- 
nales en el complejo ciclina-CDK que incrementan en gran medida su 
afinidad por los sustratos proteicos (Fig. 19-12c). Como resultado, la 
actividad de cinasa del complejo fosforilado es cien veces superior a la 
del complejo no fosforilado. 


Las ciclinas determinan la actividad de las CDK 


Las ciclinas reciben este nombre porque sus niveles se modifican du- 
rante el ciclo celular. Forman una familia de proteínas definida por tres 
características centrales: 


* Las ciclinas se unen a las CDK y las activan. La actividad y especifici- 
dad por el sustrato de cualquier CDK está primariamente definida por 
la ciclina particular a la cual se une. 


* Las ciclinas solo están presentes durante la etapa del ciclo celular que 
desencadenan y ausentes en otras etapas de este. 


* Las ciclinas no solo regulan una etapa particular del ciclo celular, sino 
que también ponen en movimiento una serie de eventos en prepara- 
ción para la siguiente etapa del ciclo celular. De este modo, impulsan el 
ciclo celular hacia adelante. 


Las ciclinas están divididas en cuatro clases definidas por su pre- 
sencia y actividad durante el ciclo celular: ciclinas G,, ciclinas G//5, 
ciclinas de fase S y ciclinas mitóticas (véase el Cuadro 19-1). Los dife- 
rentes tipos de ciclinas son bastante distintos entre sí en cuanto a se- 
cuencia proteica, pero todos ellos contienen una región conservada de 
100 aminoácidos conocida como la caja de ciclina y poseen estructuras 
tridimensionales semejantes. | 

Las ciclinas G, son el eje que coordina el ciclo celular con los 
eventos extracelulares. Su actividad está sujeta a la regulación por vías 
de transducción de las señales que detectan la presencia de factores 


(b) Baja actividad de la ciclina A-CDK2 


(c) Alta actividad de la ciclina A-CDK2 


extensamente con la ciclina A, se desplaza varios angstroms al surco catalítico 
y reubica cadenas laterales catalíticas clave necesarias para la reacción de 
fosfotransferencia. La esfera roja marca la posición de la treonina (Thr-160) 
cuya fosforilación activa las CDK. (c) Complejo ciclina A-CDK2 fosforilado, de 
alta actividad. Los cambios de conformación inducidos por la fosforilación de 
la treonina activadora (esfera roja) alteran la forma de la superficie de unión al 
sustrato e incrementan en gran medida la afinidad por los sustratos proteicos. 


(Cortesía de P D Jeffrey Véase A A. Russo y cols. 1996, Mature 5truct, Brol. 3.696 ) 


de crecimiento o señales inhibidoras de la proliferación celular. En los 
metazoarios, las ciclinas G, son conocidas como ciclinas Ds, y se unen 
a CDK4 y CDKO. Las ciclinas G, son inusuales en tanto sus niveles no 
fluctúan con un patrón específico durante el ciclo celular. En lugar 
de ello, en respuesta a la biosíntesis de macromoléculas y las señales 
extracelulares, sus niveles se incrementan de modo gradual durante 
el ciclo celular. 

Las ciclinas G,/S se acumulan durante los finales de G,, alcanzan 
niveles máximos cuando las células ingresan en la fase S y declinan 
durante esta fase (véase la Fig. 19-11). Son conocidas como ciclinas 
E en los metazoarios y se unen a la CDK2. La principal función de los 
complejos ciclina E-CDK2, junto con la ciclina D-CDK4/6, es desenca- 
denar la transición G,-fase S. Esta transición es conocida como START 
y se define como el punto en el cual las células irreversiblemente están 
determinadas a dividirse y ya no pueden volver al estado G,. En térmi- 
nos moleculares, esto significa que las células inician la replicación del 
DNA y duplican sus centrosomas, que es el primer paso en la forma- 
ción del huso mitótico que será empleado durante la mitosis. 

Las ciclinas de la fase S se sintetizan concomitantemente con las 
ciclinas G,, pero los niveles permanecen elevados durante toda la fase 
S y no declinan hasta inicios de la mitosis. Hay dos tipos de ciclinas de 
fase S que desencadenan la fase $ en los metazoarios: la ciclina E, que 
también puede promover el ingreso en el ciclo celular y, por lo tanto, 
es también una ciclina G/S, y la ciclina A. Ambas unen CDK2 (véase el 
Cuadro 19-1) y son directamente responsables de la síntesis de DNA. 
Como veremos en la Sección 19,4, estas proteincinasas fosforilan pro- 
teínas que activan DNA helicasas y cargan polimerasas sobre el DNA. 

Las ciclinas mitóticas unen CDK1 para promover el ingreso y la 
progresión a través de la mitosis. Las ciclinas mitóticas de los meta- 
zoarios son las ciclinas A y B (nótese que la ciclina A también puede 
desencadenar la fase S cuando se une a CDK2). Los complejos ciclina 
mitótica-CDK se sintetizan durante la fase S y G, pero, como veremos 
en breve, sus actividades se mantienen controladas hasta que se haya 
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completado la síntesis del DNA. En la Sección 19.5 veremos que, una 
vez que se han activado, las CDK mitóticas promueven el ingreso en la 
mitosis al fosforilar y activar cientos de proteínas para impulsar la se- 
gregación cromosómica y otros aspectos de la mitosis. Su inactivación 
durante la anafase impulsa a las células para salir de la mitosis, lo cual 
implica el desensamblaje del huso mitótico, la descondensación de los 
cromosomas y la nueva formación de la envoltura nuclear y, finalmen- 
te, la citocinesis. 

Las ciclinas mitóticas fueron las primeras ciclinas descubiertas, y 
fue su caracterización la que condujo al descubrimiento de la natu- 
raleza oscilatoria de las actividades que gobiernan el avance del ciclo 
celular. El experimento que condujo al descubrimiento se describe al 
final de este capítulo como un experimento clásico de la biología celu- 
lar (véase Experimento clásico 19.1, Fig. 1). 

El hecho de que las ciclinas sean las proteínas limitantes de la velo- 
cidad en el desencadenamiento de las transiciones del ciclo celular fue 
descubierto empleando un sistema de un extracto embrionario. Utili- 
zando extractos de huevos de rana, los investigadores mostraron que 
las ciclinas mitóticas son suficientes para inducir la mitosis. Extractos 


(a) Extracto no tratado 


Adición de 
núcleos de los 


Tiempo —> 


(c) Extracto tratado con RNasa más mRNA de ciclina mitótica 
tipo silvestre 


Adición de 
núcleos de los 


Tiempo —> 


—= Actividad de CDK mitóticas 


FIGURA EXPERIMENTAL 19-13 Las ciclinas mitóticas son limitantes 

de la velocidad para la mitosis. En todos los casos, la actividad de la CDK 
mitótica y la concentración de la ciclina mitótica fueron determinadas en varios 
momentos después de añadir núcleos de espermatozoides a un extracto de 
huevos de Xenopus, tratados según se indica en cada panel. Las observaciones 
microscópicas determinaron la ocurrencia de eventos mitóticos tempranos 
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itoplasmáticos preparados a partir de huevos no fertilizados de Xe- 
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elulares. Cuando los núcleos preparados a Partir 


(los núcleos de los espermatozoide, 


nopus contienen t 
para múltiples ciclos € 


de espermatozoides de Xenopus ¡lan Ficilment 
a e aísla ente en y : 
se usan en este experimento porque se a ñ gran nú- 


mero) se añaden a un extracto de huevos de este tipo, los núcleos y q 
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través del ciclo celular, es decir, replican su DNA y luego sufren mitos, 
en el extracto. De modo concomitante con las etapas finales de la py; 


veles de ciclina declinan (Fig. 19-13a). Los investigadores 
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la nueva síntesis de todas | ; 
lular, incluyendo las de las ciclinas mitóticas (todas las otras proteínas 
>, 


estables estarían presentes en el extracto). Para hacer esto, digirieron 
todos los mRNA con una baja concentración de RNasa, que luego fue 
inactivada por la adición de un inhibidor específico. Este tratamiento 
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múltiples mecanismos para restringir las ciclinas a la etapa AdeoUEs 
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ás aún, la proteína ciclina mitótica 
La adición del mRNA de ciclina mitó- 
tica producida in vitro a partir de cONA de ciclina mitótica clonada 
al extracto de huevos tratados con RNasa indujo | 
observó con el extracto de huevos no tratados (Fig. 
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diciones, estos resultados demostraron que la proteína es el único li- 
mitante para entrar en mitosis. Estudios posteriores de 


las ciclinas de fase G/S tienen propied 


nera la regulación de los niveles de ciclina se lleva a cabo. La O 
precisa en el tiempo de las CDK depende, en parte, de la presencia ES 
las ciclinas adecuadas en la etapa del ciclo celular en la que son 'ne- 
cesarias. El control de la transcripción de las subunidades de ciclina 
es un mecanismo que asegura la expresión temporal adecuada de es- 
tas. En las células somáticas y en las levaduras, olas de actividad de los 
factores de transcripción ayudan a establecer olas de actividad de las 
ciclinas. Un principio general aquí es que una ola previa de actividad 
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suficiente para promover el ingreso en el ciclo celular y, por lo tanto, 
todas las otras proteínas necesarias para el ingreso en el ciclo están 
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de los niveles de ciclina es un aspecto esencial de 
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Cuadro 19-2 | Reguladores de la actividad de la ciclina 


Tipo de regulador Función 
Cinasas y fosfatasas : o 
Cinasa CAK Activa CDK 


! 
Cinasa Weel Inhibe CDK 


Fosfatasa Cdc25 Activa CDK 
Fosfatasa Cdc14 Activa Cdh1 para degradar ciclinas mitóticas 
osfatasa 
Fosfatasa Cdc25A Activa CDK de la fase S en los vertebrados 
osfatasa 
Fosfatasa Cdc25C Activa CDK mitóticas de los vertebrados 
osfatasa Cdc 
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transcripcional ayuda a producir los factores esenciales para generar 
una ola transcripcional posterior. Como veremos en la Sección 19.4, la 
transcripción de las ciclinas de la fase G,/S es promovida por el com- 
plejo de factores de transcripción E2F. Entre los muchos otros genes 
que transcribe el E2F, se encuentran los factores de transcripción que 
promoverán la síntesis de las ciclinas mitóticas. 

El control regulador más importante que restringe las ciclinas a la 
etapa adecuada del ciclo celular es la degradación mediada por ubicui- 
tina de proteínas dependientes de los proteasomas. Dado que la degra- 
dación de las proteínas es un proceso irreversible, en el sentido de que 
las proteínas solo pueden ser vueltas a completar a través de la síntesis 
proteica de novo, este mecanismo de regulación es ideal para asegurar 
que la maquinaria del ciclo celular sea impulsada hacia adelante y que 
las células no puedan “retroceder” en el ciclo celular. En otras palabras, 
una vez que una ciclina particular se degradó, el proceso que se activa 
ya no puede ocurrir, 

Recuerde que durante la degradación de proteínas mediada por 
ubicuitina, las ligasas de proteínas-ubicuitina poliubicuitinan las pro- 
teínas sustrato, marcándolas para la degradación por los proteasomas 
(véase la Fig. 3-29). Las ciclinas se degradan a través de la acción de dos 
ligasas ubicuitina-proteína diferentes, la SCF (que reciben su nombre 
de las primeras letras de sus constituyentes, Skp1, Culina, proteínas de 
la caja F) y el complejo promotor de la anafase o ciclosoma (abrevia- 
do CPA/C en este capítulo). El SCF controla las fase de transición de 
G,/S por la degradación de las ciclinas de G,/fase S y, como veremos en 
detalle en breve, las proteínas inhibidoras CDK. El CPA/C degrada las 
ciclinas de la fase S y las de la mitosis; por lo tanto, promueve la salida 
de la mitosis. El CPA/C controla también el establecimiento de la segre- 
gación de los cromosomas en la transición metafase-anafase al degra- 
dar una proteína inhibidora de la anafase (tratada en la Sección 19.6). 

El CSF y el CPA/C son ligasas de ubicuitina de múltiples subunida- 
des que pertenecen a la familia del anillo RING de ligasas y ubicuitina. 
A pesar del hecho de que SCF y CPA/C pertenecen a la misma familia 
de ligasas y ubicuitina, su regulación es bastante distinta. El SCF reco- 
noce sus sustratos solo cuando están fosforilados. Tiene actividad con- 
tinua durante todo el ciclo celular, y la fosforilación regulada durante 
el ciclo celular de sus sustratos asegura que solo sean degradados en 
ciertas etapas del ciclo celular. En el caso de la degradación de pro- 
teínas dependiente de CPA/C, la regulación se revierte. Los sustratos 
son reconocibles a lo largo todo del ciclo celular, pero la actividad del 
CPA/C está regulada por el ciclo celular. El CPA/C es activado por la 
fosforilación en la transición metafase-anafase, a través de la acción de 
las CDK mitóticas y de otras proteincinasas. Luego, el CPA/C es activo 
durante todo el resto de la mitosis y durante la G, para promover la 
degradación de las ciclinas y de otros reguladores de la mitosis (véase la 
Fig. 19-11). La especificidad de sustratos del CPA/C fosforilado activo 
está determinada parcialmente por su asociación con uno o dos facto- 
res de direccionamiento al sustrato llamados Ccd20 y Cdh1. Durante la 
anafase, el CPA/C unido a Cdc20 ubicuitina las proteínas que llevan a la 
segregación de los cromosomas, mientras que durante la telofase y G,, 
el CPA/C-Cdh1 tiene como diana diferentes sustratos para su degrada- 
ción. Los sustratos del CPA/C contienen motivos de reconocimiento. El 
primero en ser identificado es la caja de destrucción. Se encuentra en 
la mayoría de las ciclinas de fase S y mitóticas. Esta caja de destrucción 
es necesaria y suficiente para marcar las proteínas para su degradación. 

Hoy en día sabemos que la degradación de las ciclinas en la tran- 
sición adecuada del ciclo celular es esencial para el avance del ciclo ce- 
Jular. La importancia de la degradación de las ciclinas nuevamente fue 
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demostrada inicialmente en extractos de huevo de rana. Recuerde que 


la acumulación de ciclinas mitóticas nO solo coincidió con la entrada 
en la mitosis, sino que su desaparición ocurrió concomitantemente cor 
la salida de la mitosis. Este hallazgo hizo surgir la posibilidad de que la 
degradación de las ciclinas mitóticas fuera necesaria para que las cély. 
las salieran de la mitosis. Para probar esto, los investigadores añadieron 
un mRNA que codificaba para una ciclina mitótica no degradable (que 
carecía de la caja de destrucción) a una mezcla de un extracto de huevo, 
de Xenopus tratados con RNasa y núcleos de espermatozoides. Como 
se muestra en la Figura 19-13d, la entrada en la mitosis ocurrió según 
estaba programado, pero no así la salida de esta etapa. Este experimen- 
to demuestra que la salida de la mitosis requiere la degradación de la 
ciclina mitótica. Estudios posteriores demostraron que la inhibición de 
la degradación de otras ciclinas también afectó gravemente el avance 
del ciclo celular, lo cual indica que la degradación de las ciclinas me- 
diada por ubicuitina es un aspecto esencial del ciclo celular eucarionte. 


Las CDK están reguladas por la fosforilación 
activadora e inhibidora 


La regulación de los niveles de ciclinas no es el único mecanismo que 
controla la actividad de las CDK. Los eventos de fosforilación activado- 
ra e inhibidora de la subunidad de CDK son esenciales para controlar 
la actividad de CDK-ciclina. La fosforilación de un residuo de treonina 
cercano al sitio activo de la enzima es necesaria para la actividad de las 
CDK. Esta fosforilación está mediada por la cinasa activadora de CDK 
(CAK). En algunos organismos, la unión de la ciclina es un prerrequisi- 
to para la fosforilación de las CAK, mientras que en otros este evento de 
fosforilación ocurre antes de la unión a la ciclina. Aunque la secuencia 
de ensamblaje de CDK activa difiere entre los organismos, queda claro 
que la fosforilación de CAK de las CDK no es un paso limitante de la 
velocidad en la activación de las CDK. La actividad de las CAK es cons- 
tante durante todo el ciclo celular y fosforila las CDK tan pronto como 
se forma un complejo ciclina-CDK. 

Hay dos fosforilaciones inhibidoras sobre las CDK que desempe- 
ñan un papel crítico en el control de la actividad de las CDK. Contrario 
a lo que ocurre en la fosforilación activadora inducida de CAK, estas 
fosforilaciones inhibidoras están reguladas. Una tirosina altamente 
conservada (Y15 en las CDK humanas) y una treonina adyacente (T14 
en los humanos) están sujetas a fosforilación regulada. Ambos residuos 
están situados en un bolsillo que une ATP de las CDK, y su fosforila- 
ción muy probablemente interfiere con el posicionamiento del ATP en 
el bolsillo. Los cambios en la fosforilación de estos sitios son esenciales 
para la regulación de las CDK mitóticas y también han sido implicados 
en el control de las CDK de la fase G/S y S. Como veremos en la Sec- 
ción 19.5, una cinasa altamente conservada llamada Weel lleva a cabo 


esta fosforilación inhibidora, y una fosfatasa altamente conservada lla- 
mada Cdc25 media la desfosforilación. 


Los inhibidores de las CDK controlan la actividad 
de la ciclina-CDK 


Hasta ahora hemos analizado la importancia de regular los niveles de 
las proteínas ciclinas reguladoras y de la fosforilación de las CDK para 
el control de la actividad de estas. La capa última de control, que €s 
de importancia crítica en la regulación de las CDK, es una familia de 
proteínas conocidas como inhibidores de las CDK, o CKI, que se unen 
directamente al complejo ciclina-CDK e inhiben su actividad. Como 


veremos en la Sección 19.4, estas proteínas desempeñan un papel de 


especial importancia en la regulación de la transición de G /S y su inte- 
gración CON las señales extracelulares. Así, no resulta sorprendente que 
los genes que codifican estas CKI con frecuencia se encuentren muta- 
dos en los cánceres humanos (analizado en el Cap. 24). 

Todos los eucariontes albergan CKI implicadas en la regulación de 
las COR de fase S y mitóticas. Si bien estos inhibidores exhiben esca- 
sa similitud de secuencia, todos son esenciales para evitar la activación 
prematura de las CDK de fase $ y fase M. Los inhibidores de las CDK 
G desempeñan un papel esencial en la mediación de la detención G 
en respuesta a señales de inhibición de la proliferación. Una clase de 
CKI, llamadas INK4s (mhibitors of kinase 4 o inhibidores de la cinasa 
4), incluye varias proteínas pequeñas muy relacionadas que interactúan 
solamente con las CDK de G.. La unión de las INK4 a las CDKA y CDK6 
bloquea su interacción con la ciclina D y, así, su actividad de protein- 
cinasa. Una segunda clase de CKI presente en las células de los meta- 
¿carios consiste en tres proteínas (p21%”, p27%'"" y p57N""). Estas CKI 
inhiben las CDK de fase G/S y de fase S y deben degradarse antes de 
que pueda comenzar la replicación del DNA. Como analizaremos en la 
Sección 19.7, la p21“” desempeña un papel importante en la respuesta 
de las células de los metazoarios al daño del DNA. Las CDK G, reguladas 
por las CKI desempeñan un papel crítico en la prevención de la forma- 
ción de tumores. Por ejemplo, ambas copias del gen INK4 que codifica 
pl6 están inactivadas en una gran fracción de los cánceres humanos. 


Alelos CDK especiales condujeron al 
descubrimiento de las funciones de las CDK 


Diferentes CDK inician distintas fases del ciclo celular al fosforilar 
proteínas específicas. Ahora queda claro que más que fosforilar un pe- 
queño número de proteínas, que a su vez inician cierta etapa del ciclo 


FIGURA 19-14 Mutante dependiente de análogo de ATP-CDK. 
Representación de los sitios de unión al ATP y catalítico de la CDKI (Namado 
Cdc28 en una levadura en gemación) de 5. cereviside de tipo silvestre El ATP y 
Una cadena lateral de fenilalanina (púrpura) UNICOS eN la vecindad del bolsillo 
de unión se muestran en formato de palillo íb) Análogos de ATP de gran 
tamaño como los que contiene un grupo bencilo unido a 


son demasiado grandes como para encajar en el bolsillo de union a! ATP de las 
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celular, las CDK fosforilan una miríada de sustratos, iniciando de for- 


ma directa todos los aspectos de una fase dada del ciclo celular, El aná- 


lisis de un pequeño número de sustrato 


de cómo la fosforilación por las CDK mutótic 
la mitosis: la condensación de los cromosomas, 


| desensamblaje de la envoltura nu- 
alle en las secciones siguientes. 
a iden- 


s ha proporcionado ejemplos 
as media mucho de los 


eventos tempranos de 
la formación del huso mitótico y € 
clear. Analizaremos estos eventos en det 


En años recientes, se han iniciado esfuerzos sistemáticos par 
afío consistente en identi- 


cómo distinguir los even- 


tificar todos los sustratos de las CDK. El des 
ficar los sustratos de una cinasa particular es 
tos de fosforilación de la cinasa de aquellos llevados a cabo por otras 
cinasas. Un hecho fundamental en la comprensión de qué proteínas 
son diana de las CDK fue facilitado por la ingeniería de una mutante 
de CDK en las levaduras en gemación que puede emplear un análogo 
del ATP que no es unido por otras cinasas (Fig. 19-1 4). Este análogo del 
ATP tiene un grupo bencilo de gran tamaño unido al N, de la adenina, 
que hace que el análogo sea demasiado grande para encajar en el bolsi- 
llo que une ATP de las cinasas de tipo silvestre. Sin embargo, el bolsillo 
que une ATP de la CDK mutante fue modificado para acomodar este 
análogo grande del ATP. En consecuencia, solo la CDK mutante puede 
emplear este análogo del ATP como sustrato para transferir sus fosfato 
y a una cadena lateral proteica. Cuando el análogo del ATP bencilo N, 
con un fosfato y marcado fue incubado con extractos celulares de leva- 
dura que contenían una CDK mitótica recombinante con el bolsillo de 
unión al ATP alterado, se marcaron múltiples proteínas. Los sustratos 
de la CDK mitótica de la levadura verdadera pudieron ser verificados 
entre estos sustratos potenciales, tratando las células que expresaban 
la CDK mutante con un derivado similar de otro análogo del ATP que 
une la CDK mutante del mismo modo que el análogo del ATP bencilo 
N, pero que no puede ser usado para la fosforilación del sustrato. Dado 
que el grupo bencilo de gran tamaño es estéricamente bloqueado para 
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unirse a as las adi rs . ; 
tod 1s las otras cInasas, en consecuencia se inhibe solo la CDK 
Mutante. Cuando las células que e 


h A xpresan la CDK mutante se trataron 
con este inhibidor específico de | 


o qe a CDK, la mayoría de las dianas de 

, Putativa, inicialmente identificadas se encontraron en 
estado destosforilado, lo cual indica que estas proteínas en realidad son 
tosforiladas por las CDK in vivo e in vitro. En las levaduras, este pro- 
cedimiento identificó la mayoría de los sustratos de CDK conocidos, 
más una cantidad superior a 50 proteinas adicionales en las levaduras. 


Enfoques similares se emplearon también en células de mamíferos para 
identificar sustratos de CDK. Por ejemplo, una búsqueda de sustratos 
para la ciclina CDK, A-CDK2 de la fase S, reveló 180 sustratos poten- 
ciales. Estos están siendo actualmente analizados respecto de sus fun- 


ciones en el proceso del ciclo celular. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 19.3 


Regulación de la actividad de la cinasa dependiente 
de ciclina (CDK) 


* Las cinasas dependientes de ciclina se activan por las subunidades de 
las ciclinas. Su actividad está controlada en múltiples niveles. 


* Diferentes subunidades de las ciclinas activan las CDK en distintas 
etapas del ciclo celular. Las ciclinas están presentes solamente en las 
etapas del ciclo celular que promueven. 


* La degradación de las proteínas es el mecanismo clave responsable 
de restringir a las ciclinas en la etapa del ciclo celular adecuada. Esta 
degradación está mediada por el sistema de proteasoma ubicuitina y 
las ligasas de ubicuitina CPA/C y SCF. 


* La activación y la fosforilación inhibidora de la subunidad de CDK 
contribuyen a la regulación de su actividad. 


* Los inhibidores de las CDK (CKI) inhiben la actividad de las CDK al 
unirse directamente al complejo ciclina-CDK. 


* Las CDK inician cada aspecto de cada etapa del ciclo celular 
al fosforilar muchas proteínas diana diferentes. Los esfuerzos 
sistemáticos de emplear proteincinasas diseñadas por ingeniería 
genética para unirse solo a formas modificadas del ATP han 
conducido a la identificación de muchos de estos sustratos. 


19.4 Compromiso con el ciclo celular 
y replicación del DNA 


La sección previa describió los múltiples mecanismos que controlan 
los diferentes complejos ciclina-CDK. En esta sección y en las dos si- 
guientes, examinaremos cada etapa del ciclo celular cuidadosamente y 
analizaremos de qué manera una etapa particular del ciclo es inducida 
y controlada. Examinaremos de qué manera las células inician la re- 
plicación del DNA y la mitosis y cómo se segregan los cromosomas. 
Nos centraremos en el modo en que los complejos ciclina-CDK y otros 
reguladores clave del ciclo celular impactan en cada una de sus fases y 
examinaremos los mecanismos que coordinan sus actividades. o 
Esta sección investiga el modo en que las células deciden si se divi- 
dirán o no lo harán y de qué modo se inicia la replicación del DNA. El 
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brió esta transición del ciclo ce aremos 
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ciclo celular en las levaduras y las células de metazoarios y debatiremo, 


acerca del hecho de que muchos genes implicados en esta decisión con 


frecuencia están mutados en el cáncer. Luego, venenos que la decisión 
n el ciclo celular está bajo la influencia de eventos CXtrace- 


de entrar e | ent 
a de los mecanismos de señalización que 


lulares y aprenderemos acerc mad: 
expresan estas pistas extracelulares a la maquinaria del ciclo celular 


Finalmente, debatiremos acerca de los mecanismos moleculares que 
gobiernan la iniciación de la replicación del DNA. Describiremos el 
modo en que la degradación de una CKI de fase S resulta esencial para 
este proceso y descubriremos el modo en que las CDK aseguran que la 
replicación del DNA ocurra solo durante la fase S y, entonces, única. 


mente en una ocasión. 


Las células están comprometidas irreversiblemente 
en la división celular en un punto del ciclo celular 
llamado START 


En la mayoría de las células eucariontes, la decisión clave de si una cé- 
lula se dividirá o no se hace en el punto en el cual esta entra o no a la 
fase S. En la mayoría de los casos, una vez que la célula está compro- 
metida para ingresar en el ciclo celular, debe completarlo. La levadura 
en gemación Saccharomyces cerevisiae regula su proliferación de este 
modo, y gran parte de nuestra comprensión actual de los mecanismos 
moleculares que controlan la entrada en el ciclo celular se originaron 
con estudios genéticos sobre S. cerevisiae. 

Cuando las células de S. cerevisiae en G, han crecido lo suficiente, 
comienzan un programa de expresión génica que conduce al ingreso 
en el ciclo celular. Si las células en G, se cambian de un medio rico 
a un medio bajo en nutrientes antes de que hayan alcanzado un ta- 
maño crítico, permanecerán en G, y crecerán con lentitud hasta que 
sean lo suficientemente grandes como para entrar en el ciclo celular. 
Sin embargo, una vez que las células en G, alcanzan el tamaño crítico, 
están condicionadas a completar el ciclo celular ingresando en la fase 
S y procederán a través de G, y mitosis, aunque se las haya cambiado a 
un medio bajo en nutrientes, El punto en la G, tardía en que las células 
de S. cerevisiae irrevocablemente están condicionadas a ingresar y atra- 
vesar el ciclo celular completo se denomina START. 

La actividad de CDK es esencial p 
notó por primera vez en las levadur 
sensibles a la temperatura en el 


ara la entrada a la fase S. Esto se 
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DNA (CDKI1 es la única CDK en el genoma de la levadura en gemación 
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FIGURA 19-15 Control de la transición de fase G,-S. (a) En la levadura en 
gemación, la actividad de CIn3-CDK se eleva durante G, y está controlada por 
la disponibilidad de nutrientes. Una vez que está lo suficientemente activa, la 
cnasa fosforila el inhibidor de la transcripción Whi5 y promueve su exportación 
desde el núcleo. Esto provoca que el complejo del factor de transcripción SBF 
induzca la transcripción de las ciclinas de fase G,/S CLN] y CLN2 y otros genes 
cuyos productos son necesarios para la replicación del DNA. Las CDK de fase 
G /S adicionalmente fosforilan Whi5, promoviendo la transcripción adicional 
de CLN! y CLN2, Una vez que se han producido niveles suficientemente altos 
de CDK de fase G /S, se atraviesa el START. Las células entran al ciclo celular: 
inician la replicación del DNA, la formación de los brotes y la duplicación del 


CDK y se inactiva el represor transcripcional Whi5. La fosforilación del 
Whi5 promueve su exportación fuera del núcleo, lo que permite que el 
complejo del factor de transcripción SBF induzca la transcripción de 
los genes de ciclina de fase G,/S CLNI y CLN2 así como de otros genes 
importantes para la replicación del DNA. Una vez producido, Cln1/2- 
CDK contribuye a la fosforilación ulterior de Whi5. Este bucle de re- 
troalimentación positiva asegura la rápida acumulación de CDK de 
fase G,/S. Una vez que se ha alcanzado el nivel crítico de Cln1/2-CDK, 
estas CDK de fase G,/S promueven la formación de brotes, la entrada 
a la fase S y la duplicación del centrosoma (conocido también como 
cuerpo polar del huso, que posteriormente en el ciclo celular organi- 
zará el huso mitótico). Este estado de actividad CDK de la fase G/S, 
suficiente para iniciar la fase S, la formación de brotes y la duplicación 
del centrosoma, es la definición molecular de START. 


El factor de transcripción E2F y su regulador Rb , 
controlan la transición G,-fase S en los metazoarios 


Los eventos moleculares que gobiernan el ingreso a la fase S en los 
mamíferos (y de hecho en todos los metazoarios) son notablemente 
similares a los de las levaduras en gemación (Fig. 19-15b). Las ciclinas 
G, están presentes durante todo G, y con frecuencia se encuentra que 
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cuerpo polar del huso. (b) En los vertebrados, la actividad de G,-CDK se eleva 
durante G. y es estimulada por la presencia de los factores de crecimiento 
Cuando se sostiene la señalización de los mitógenos, los complejos resultantes 
ciclina D-CDK4/6 comienzan a fosforilar Rb y liberan cierta cantidad de E2F, 
que estimula la transcripción de los genes que codifican la ciclina E2, CDK2 y 
el propio E2F. Los complejos ciclina E-CDK2 tosforilan adicionalmente Rb, lo 
que da como resultado un bucle de retroalimentación positiva que conduce 
aun rápido aumento en la expresión y actividad tanto de E2F como de ciclina 
E-CDK2. Una vez que la CDK de fase G./S es suficientemente elevada, las 
células atraviesan el START. Comienza la replicación del DNA y la duplicación 
de los centrosomas 


se expresan en niveles aumentados en respuesta a los factores de cre- 
cimiento. Á su vez, las CDK G, activan los miembros de una pequeña 
familia de factores de transcripción relacionados, conocidos colectiva- 
mente como factores de transcripción E2F (E2F). Durante G,, los E2F 
se mantienen inactivos a través de su asociación con la proteína del 
retinoblastoma (Rb), y las CDK de G, activan las E2F al fosforilar e 
inactivar la Rb. Los E2F luego activan genes que codifican muchas de 
las proteínas implicadas en la síntesis del DNA. También estimulan la 
transcripción de genes que codifican para las ciclinas de la fase G./S 
y la fase S. Así, los E2F funcionan en la G, tardía de forma similar al 
complejo del factor de transcripción SBF de S. cerevisiae. 

Resulta clave para la regulación de la función de E2F la pro- 
teína Rb. Cuando los E2F están unidos a la Rb, funcionan como 
represores de la transcripción. Esto ocurre porque la Rb recluta en- 
zimas que modifican cromatina, que promueven la desacetilación 
y metilación de lisinas específicas de las histonas, que hacen que la 
cromatina asuma una forma condensada inactiva para la transcrip- 
ción. La Rb inicialmente fue identificada como el gen mutado en el 
retinoblastoma, un cáncer infantil de la retina. Estudios posteriores 
encontraron que RB estaba inactivado en casi todas las células can- 


cerosas por mutación de ambos alelos de RB o por la regulación 
anormal de la fosforilación de Rb. 


19.4 Compromiso con el ciclo celular y replicación del DNA 891 


La regulación de la proteína Rb por las CDK G, de las células de 
mamífero es análoga a la regulación de las CDK-Cln3 de Whi5 en las 
levaduras. La fosforilación en múltiples sitios por las CDK G, evita 
la asociación de Rb con E2F y promueve su exportación al exterior 
del núcleo. Esto permite que E2F active la transcripción de los genes 
necesarios para la entrada a la fase S. Una vez que la expresión de 
los genes que codifican para las ciclinas G,/S y CDK es inducida por 
la fosforilación de ciertas moléculas Rb, los complejos CDK de fase 
G/S resultantes fosforilan adicionalmente Rb en la G, tardía. Esto 
es uno de los principales eventos bioquímicos responsables del paso 
a través de la START. Dado que E2F también estimula su propia ex- 
presión y la de la CDK-ciclina G/S, la regulación cruzada positiva 
de E2F y CDK-ciclina G,/S produce un incremento rápido de ambas 
actividades en la G, tardía. 

A medida que se acumulan, las CDK de fase S y las CDK mitóticas 
mantienen la proteína Rb en estado fosforilado durante las fases S, G, 
y M temprana. Después de que las células completan la anafase e in- 
gresan en la G, temprana o G,, una caída en todas las actividades de 
la ciclina-CDK conduce a la desfosforilación de Rb. En consecuencia, 
la Rb hipofosforilada está disponible para inhibir la actividad de E2F 
durante la G, temprana del siguiente ciclo y en las células detenidas en 
G,: Así, la actividad de CDK de la fase G,/S permanece baja hasta que 
las células deciden ingresar en un nuevo ciclo celular y las CDK de G, 
rompen el asa inhibidor de Rb sobre E2F. 


Las señales extracelulares gobiernan la entrada 
en el ciclo celular 


Que las células entren o no en el ciclo celular depende de la influencia 
extracelular, como así de señales intracelulares. Los organismos unice- 
lulares, como las levaduras por ejemplo, entran en el ciclo celular solo 
cuando han alcanzado un tamaño adecuado, conocido como tamaño 
celular crítico. A su vez, este tamaño crítico está controlado por los 
nutrientes disponibles en el ambiente. Esta coordinación entre el tama- 
ño celular y la entrada en el ciclo celular será analizada en la Sección 
19.7. Aquí restringimos nuestra discusión al hecho de que la síntesis 
de la ciclina G, es una respuesta a la velocidad de la síntesis proteica, 
que a su vez está controlada por vías reguladas por los nutrientes del 
medioambiente. Esta vinculación entre la biosíntesis de macromolé- 
culas y la maquinaria del ciclo celular se comprende mejor en las leva- 
duras en gemación. En estos organismos, el transcripto de ciclinas G1 
CLN3 contiene un marco de lectura abierto corriente arriba, corto que 
inhibe la iniciación de la traducción en el marco de lectura abierto Cln3 
cuando los nutrientes están limitados. Esta inhibición está disminuida 
cuando los nutrientes son abundantes. En presencia de suficientes nu- 
trientes, la vía TOR, que detecta los nutrientes y las señales de factores 
de crecimiento, está activa y la vía estimula la actividad traduccional 
(véase la Fig. 8-30). Dado que la Cln3 es una proteína muy inestable, su 
concentración fluctúa con la velocidad de traducción de su mRNA. En 
consecuencia, la actividad y cantidad de los complejos Cln3-CDK, que 
depende de la concentración de la proteína Cln3, está en gran medida 
regulada por los niveles de nutrientes. 

En los organismos multicelulares, las células están rodeadas por 
nutrientes y, como tales, los nutrientes por lo general no son limi- 
tantes de la velocidad para la proliferación. En realidad, la prolife- 
ración está regulada por la presencia de factores que promueven el 
crecimiento (mitógenos) y factores inhibidores del crecimiento (an- 
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timitógenos) en las vecindades de la célula. La adición de Mitógenos 
a células de mamífero detenidas en G, induce (como analizamos e, 
) vías de transducción de las señales ligadas a la os 


el Capítulo 16 he 
ansducción de las señales que f.. 


sincinasa que inician cascadas de tr 
nalmente influencian la transcripción y el control del ciclo celular 


Hacen esto de múltiples modos. 
Los mitógenos activan la transcripción de múltiples genes. La ma- 


yoría de estos genes caen en una de dos clases (genes de respuesta te). 


prana o respuesta demorada) dependiendo de cuán pronto aparezcan 
sus mRNA codificados. La transcripción de los genes de respuesta tem. 
prana es inducida a los pocos minutos después de la adición de factores 
de crecimiento por cascadas de transducción de la señal que activan 
factores de transcripción preexistentes en citosol o en el núcleo (véase 
el Cap. 16). Muchos de los genes de respuesta temprana codifican fac- 
tores de transcripción, tales como c-Fos y c-Jun, que estimulan la trans- 
cripción de los genes de respuesta demorada. Los factores de transcrip- 
ción de respuesta temprana AP-1 y Myc inducen la transcripción de 
genes que codifican las ciclinas G, y CDK. Además de estar controlados 
por la transcripción de genes que codifican las ciclinas G,, las CDK G, 
están reguladas por las CKI. La CKI p15INK4b es un potente inhibidor 
de CDK. En algunos tejidos, los mitógenos inhiben la producción de 
esta CKI al impedir su transcripción. 

La proliferación celular en muchos tejidos no solo está regulada 
por los mitógenos que promueven la proliferación, sino también por 
antimitógenos, que evitan la entrada en el ciclo celular. De modo simi- 
lar, durante la diferenciación las células dejan de dividirse e ingresan 
en G,. Algunas células diferenciadas (p. ej., fibroblastos y linfocitos) 
pueden ser estimuladas para reingresar en el ciclo y replicarse. Sin em- 
bargo, muchas células diferenciadas posmitóticas, nunca reingresan en 
el ciclo celular para replicarse nuevamente. Los antimitógenos y las vías 
de diferenciación evitan la acumulación de las CDK G,. Antagonizan la 
producción de la ciclina G, e inducen la producción de CKI. El factor 
P de crecimiento transformante (TGF-B) es un antimitógeno impor- 
tante. Esta hormona induce una cascada de señalización que detiene G, 
e induce la expresión de pI5INK4b. Como veremos en el Capítulo 24, 
las vías de señalización que regulan las CDK de G, están mutadas en la 
mayoría de los cánceres humanos. 


La degradación de un inhibidor CDK de la 
fase S desencadena la replicación del DNA 


El ingreso en la fase S está definido por el desenrollamiento de los orí- 
genes de replicación del DNA. Los eventos moleculares que conducen 
a este evento se conocen mejor en $. cerevisine 1. "DK de fase G,/S 
epa Jor en Ss. cerevisiae, Las CDK de fase G,/5 
desempeñan un papel esencial en este proceso. Apagan la maquinaria 
de degradación que degrada las ciclinas de la fase S durante la salida 
de la mitosis y G, e inducen | 
CDK de la fase S. 
Uno de los sustratos ¡ : , icli 
ER Egin importantes de los complejos CDK-ciclina 
e fase (1 /S es Cdh]. ¿ ¿ í ¡rec 
| G 1. Durante la anafase tardía, este factor de direc- 
cionamiento al sustrato dirige el CPA/C Pp 
sustrato que incluyen a las ciclinas de 


a degradación de una CKI que inhibe las 


ara ubicuitinar proteínas del 


o la fase S y mitóticas marcándolas 
para la proteólisis por los proteasomas. El CPA/C-Cdh1 permanece ac- 
tivo durante todo G, y evita la acumulación prematura de las ciclinas 
mitóticas y de la fase S. La fosforilación de Cdh1 por las CDK ciclinas 
de G//S hace que se disocie del complejo CPA/C, lo 08 inhibe la ubi- 
cuitinación adicional de las ciclinas de hase S y Feria durante la 6, 


tardía (Fig. 19- : 
ardía (Fig. 19-16). Esto, combinado con la transcripción inducida de 
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FIGURA 19-16 Regulación de los niveles de ciclina de fase S y mitótica 
en la levadura en gemación. En la anafase tardía, el complejo promotor de 
la anafase (CPA/C) ubicurtina las ciclinas de fase S y mitóticas. La actividad del 
CPA/C está dirigida hacia las ciclinas mitóticas por un factor de especificidad 
llamado Cdh1. La actividad de Cdh1 está regulada por la fosforilación. Durante 
la salida de la mitosis y G,, el factor de especificidad es desfosforilado y está 
activo; durante la fase S y la mitosis, el Cdh1 está fosforilado y se disocia 

del CPA/C, y la ubicuitinligasa es inactiva. Las CDK de fase G./S, que no 

son sustratos de CPA/C-Cdh1, fosforilan Cdh1 en la transición de G.-S. Una 


fosfatasa específica llamada Cdc14 remueve el fosfato regulador del factor de 
especificidad en la anafase tardía 


las ciclinas de fase S durante la G, tardía, permite que las proteínas cicli- 
nas de fase S se acumulen a medida que el complejo ciclina G,/S-CDK 
aumente. Posteriormente en el ciclo celular, las CDK de fase S y mitó- 
ticas toman el control para mantener Cdh1 en el estado fosforilado y, 
por lo tanto, inactivo. Solo a medida que las CDK declinan y se activa 
una fosfatasa proteica conocida como Cdc14 estos fosfatos inhibitorios 
se eliminan de la Cdh1, lo que lleva a su reactivación. En las células de 
mamífero, hay mecanismos similares responsables de la estabilización 
de las ciclinas de fase S y mitóticas, pero la fosfatasa implicada en la 
desfosforilación de la Cdh1 no se ha identificado. 

En S. cerevisiae, a medida que los heterodímeros ciclina-CDK de fase 
S se acumulan en la G, tardía después de la inactivación de CPA/C-Cdhl, 
inmediatamente se inactivan por la unión de una CKI llamada Sic! que se 
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FIGURA 19-17 Control del establecimiento de la fase S tardía en S. ] 
Cerevisiae por la proteólisis regulada del inhibidor de la fase S tardía, 
Sic1. Los complejos de ciclina-CDK de la fase S comienzan a ac umularse en 
S,, pero son inhibidos por Sic1. Esta inhibición evita el inicio de la replicación 
del DNA hasta que las células hayan completado todos los eventos de G.. Las 
DK de la fase G./S se ensamblan en la G, tardía, fosforilan Sic1 en múltiples 


“Y 


expresa tardíamente en la mitosis y en la G, temprana (Fig. 19-17). Dado 
que la Sic] específicamente inhibe los complejos CDR de la fase S y de la 
fase M pero carece de efecto en los complejos CDK de la fase G, y de la fase 
G/S, funciona como un inhibidor de la fase S. La iniciación de la repli- 
cación del DNA ocurre cuando el inhibidor Sicl se degrada precipitada- 
mente después de su ubicuitinación por la proteinligasa-ubicuitina SCF. 

La degradación de la Sicl es inducida por su fosforilación de las 
CDK de fase G/S (véase la Fig. 19-17). Debe estar fosforilada en al 
menos seis sitios, que son sustratos relativamente malos para las CDK 
de fase G/S, antes de que se haya unido suficientemente bien por SCF 
para que sea ubicuitinada. Múltiples sitios de fosforilación de CDK 
de fase G,/S, pobres, llevan a una respuesta ultrasensible del tipo in- 
terruptor en la degradación de Sicl y, así, a la activación precipitada 
de las CDK de la fase S (Fig. 19-18). Si las Sic] se inactivaran después 
de la fosforilación de un sitio único, las moléculas Sic] comenzarían 
a fosforilarse tan pronto como los niveles de actividad CDK de fase 
G,/S empezaran a elevarse, lo cual llevaría a una disminución gradual 
de los niveles de Sic1. Por el contrario, cuando varios sitios necesitan 
estar fosforilados a bajos niveles de actividad CDK de fase G,/S, solo 
unos pocos sitios se fosforilan y Sicl no se destruye. Solo cuando los 
niveles de CDK de fase G,/S son altos, Sicl está suficientemente fos- 
forilada en múltiples sitios como para marcarla para su degradación. 
Así, la degradación de la Sicl ocurre solo cuando la actividad de CDK 
de fase G/S ha alcanzado su máximo y virtualmente todos los demás 
sustratos de CDK de fase G,/S han sido fosforilados. 

Una vez que la Sicl se ha degradado, los complejos ciclina-CDK 
de fase S inducen la replicación del DNA por, como veremos en breve, 
fosforilación de varias proteínas implicadas en la activación de las he- 
licasas replicativas. Este mecanismo para activar los complejos ciclina- 
CDK de fase S (es decir, inhibirlos a medida que las ciclinas se sinteti- 
zan y luego degradar precipitadamente al inhibidor) permite la súbita 
iniciación de la replicación en un gran número de orígenes de replica- 
ción. Una ventaja obvia de la proteólisis para controlar el paso a través 
de este punto crítico en el ciclo celular es que la degradación proteica es 
un proceso irreversible, lo cual asegura que las células proceden en una 
dirección a través del ciclo. La dependencia de este evento en la fosfori- 
lación de múltiples sitios de baja fosforilación hace que la degradación 
de Sic] y, por ende, la activación de la replicación del DNA sea abrupta. 
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sitios (paso MI), marcándola para la ubicuitinación por la SCF ubicurtinmligasa y 
la degradación proteasómica posterior (paso BY. Las CDK de fase $ se activan 
y luego desencadenan la iniciación de la síntesis de DNA (paso EJ) por la 
fosforilación y el reclutamiento de los activadores de la MCM helicasa a los 
orígenes de replicación del DNA [Adaptado de R W King y cols, 1996, Science 274 1052) 
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(a) Un sitio óptimo de CDK para fase Gy/S en Sic1 
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(b) Seis sitios subóptimos de CDK en Sic1 en fase Gy/S 
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FIGURA 19-18 Seis sitios de fosforilación subóptima de las CDK en 

la fase G,/S en Sic1 crean una entrada del tipo interruptor al ciclo 
celular. (a) Un único sitio óptimo de CDK en fase G/S en Sic1 resultaría en una 
transición lenta de fase G,-S. A medida que las CDK de fase G /S se acumulen 
durante la G,, la Sic] se degradaría en forma progresiva. Como resultado, se 
incrementarían lentamente las CDK de la fase S. En lugar de un incremento 
abrupto en la actividad de las CDK de fase S, la iniciación de la fase $ sería un 
evento paulatino. (b) Seis sitios de fosforilación subóptima aseguran que la Sic1 
está solo completamente fosforilada y así es reconocida por el SCF cuando 

las CDK de fase G,/S han alcanzado niveles altos. Esto asegura también que la 
degradación de la Sic1 ocurra rápidamente y cuando las CDK de la fase G,/5 
hayan completado todas sus otras tareas G,. (Adaptado de lvash y cols, 2001, Mature, 


414:514-521: y D O Morgan, 2006) 


La entrada a la fase S en las células de metazoarios está regulada 
de modo similar a lo que ocurre en una levadura en gemación. Al 
igual que Sic1, la CKI p27 evita la activación prematura de las CDK de 
fase S durante G,. Sin embargo, a diferencia de Sicl, esta CKI inhibe 
tanto las CDK de fase S como las de fase G,/S y tiene funciones adi- 
cionales en el ciclo celular. Por ejemplo, a la vez que inhibe las CDK 
de fase G,/S y fase S, p27 ayuda a ensamblar y así a activar las CDK 
de G,. De forma similar a la situación de las levaduras, sin embargo, 
p27 es retirada de los complejos ciclina-CDK por la degradación pro- 
teica dependiente de ubicuitina. Hay dos vías que contribuyen a la 
degradación de p27. Por estimulación con mitógenos, proteincinasas 
activadas por mitógenos fosforilan p27 y promueven su exportación 
desde el núcleo al citoplasma, donde se localiza una de las ligasas de la 
ubicuitina celular, la KPC. Una segunda vía, análoga a la que opera en 
Sicl, marca la p27 para su degradación en la transición de fase G;-5. 
A medida que las CDK de fase G,/S y de la fase S alcanzan altos niveles 
durante la G, tardía e inicios de la fase S, comienzan a fosforilar p27, 
marcando la CKI para ubicuitinación por la SCF. La degradación de 
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Las CDK de la fase S desempeñan un papel esencial para regular la 
replicación del DNA. Las cinasas inician la replicación del DNA solo en 
las transiciones de fase G,/S y evitan la reiniciación a partir de Orígenes 
que ya se han iniciado. Analizaremos primero de qué manera está con. 
trolado el inicio de la replicación del DNA y el papel de las CDK de la 
fase S en el proceso antes de pasar a los mecanismos por los cuales estas 
cinasas evitan la reiniciación. 

Los mecanismos subyacentes al inicio de la replicación del DNA se 
comprenden mejor en las levaduras en gemación, de modo que enfo- 
caremos nuestro análisis en estos organismos. Sin embargo, es impor- 
tante notar que las proteínas y mecanismos que controlan la iniciación 
de la síntesis del DNA son básicamente los mismos en todas las espe- 
cies eucariontes. Un complejo proteico conocido como el complejo de 
reconocimiento del origen (CRO) está asociado con todos los orígenes 
de replicación del DNA. En la levadura en gemación, los orígenes de 
replicación contienen una secuencia núcleo conservada de 11 pares de 
bases, a las cuales se une el CRO. En los organismos multicelulares, los 
orígenes de replicación del DNA carecen de una secuencia consenso 
reconocible. En lugar de ello, factores asociados a la cromatina dirigen 
los CRO al DNA. Los CRO y dos factores de iniciación de la replicación 
adicionales, el Cdc6 y el Cdtl, se asocian con el CRO en los orígenes 
durante G, para cargar las helicasas de replicación, conocidas como 
complejo de la helicasa MCM, sobre el DNA (Fig. 19-19, paso 1). las 
helicasas MCM funcionan para desenrollar el DNA durante el inicio de 
la replicación del DNA. 
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FIGURA 19-19 Los mecanismos moleculares que gobiernan el incio 
de la replicación del DNA. Paso El: durante la salida de la mitosis y la 

G. temprana, cuando la actividad de la CDK es baja, los factores de carga 
del MCM, ORC, Cdc6 y Cdt1 cargan la helicasa replicativa, el complejo de 
MCM, al origen del DNA. Paso El: la activación de las CDK de la fase 5 y de 

la DDK marcan el inicio de esta fase. Fosforilan la helicasa MCM, SId2 y SId3 
(dibujadas como eventos de fosforilación verde) para facilitar la carga de los 
activadores de la helicasa MCM -los complejos Cdc45-Sid3 y GINS- sobre 
los sitios de iniciación de la replicación. Esto lleva a que las helicasas MCM 


de iniciación, el Cdc6 y el Cdt1, reclutan las helicasas MCM a sitos de 
iniciación de la replicación durante G,, cuando la actividad de CDK es 
baja (véase la Fig. 19-19, paso Ed). Cuando la DDK y las CDK de fase 
S se reactivan en la G, tardía, la DDK fosforila dos subunidades de la 
helicasa MCM. Las CDK de la fase S fosforilan dos proteínas llamadas 
SId2 y SId3. Estos eventos de fosforilación tienen un efecto activador, 
y promueven así el reclutamiento de activadores de la helicasa MCM a 
sitios de iniciación de la replicación (los eventos de fosforilación que se 
Muestran en verde en la Fig. 19-19, pasos y El). Los activadores de la 
helicasa se llaman complejo Cdc45-SId3 y complejo GÍN S. No está cla- 
ro aún el modo exacto en que promueven la activación de las helicasas 
MCM. Además de activar la helicasa MCM para desenrollar el DNA, 
el complejo Cdc45-SId3 y el complejo GINS reclutan polimerasas al 
NA, la polimerasa £ para sintetizar la hebra conductora y la polimera- 
Sa $ para sintetizar la hebra retardada (véase la Fig. 19-19, paso E). la 
Maquinaria de replicación inicia entonces la síntesis del DNA, 
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desenrollen el DNA, Las CDK de la fase S también evitan que se vuelvan a 
cargar las helicasas MCM por refosforilación de los componentes pre-RC, 
Cdcó6 y Cdtl (que se muestran como eventos de fosforilación en amarillo) 

y promueven su liberación de los orígenes y la degradación por el SCF Las 
CDK de la fase S también fosforilan las helicasas MCM, lo cual conduce a su 
exportación desde el núcleo cuando las helicasas se desenganchan del DNA 
cuando se ha completado la replicación. Paso EX las DNA polimerasas son 
reclutadas a los orígenes, lo cual conduce a la iniciación de la síntesis del 
DNA (véase la Fig. 4-31) 


Las CDK de fase S no solo son esenciales para iniciar la replicación 
del DNA, sino que también son responsables de asegurar que cada ori- 
gen se inicie solo una vez durante la fase S. La evitación del reinicio de 
los orígenes durante la fase S se lleva a cabo mediante la fosforilación de 
varios componentes de la maquinaria de carga de la helicasa MCM y de 
la propia helicasa MCM. Para distinguir estos eventos de fosforilación 


de aquellos requeridos para el inicio de la replicación del DNA, se los 
indica en amarillo en la Figura 19-19. Concomitante con la ictiración 
de la helicasa MCM, el Cdc6 y Cdt1 se disocian de los sitios de inicio 
de la replicación. Una vez que se disocian, su fosforilación conduce a su 
degradación por la ligasa de ubicuitina SCF La fosforilación de la heli- 
casa MCM conduce a la exportación de estas proteínas desde el núcleo 
después de que se disocian del DNA, al haber completado replicación 
del DNA. Así, sólo después de que la actividad de CDK ha descendido 
por CPA/C-Cdh1 durante la salida de la mitosis, las helicasas MCM 


pueden ser recargadas sobre el DNA. Como resultado de ello, la carga 
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de la heli 4 nai 
elicasa está restringida a las etapas tardías de la mitosis y a la G, 


temprana (véase la big. 19-19, paso ). 

Los mecanismos generales que gobiernan el inicio de la replicación 
del DNA en células de metazoos son paralelos a aquellos que ocurren 
en $. cerevisiae, aunque aparecen muchas diferencias en los vertebrados. 
La fosforilación de los activadores de la helicasa MCM por las CDK de 
fase G/S y las CDK de fase S probablemente promueve su reclutamiento 
a sitios de iniciación de la replicación del DNA. Como ocurre en las le- 
vaduras, la fosforilación de los factores de carga de MCM posiblemente 
evita la nueva carga de helicasas de MCM hasta que la célula atraviesa la 
mitosis, lo que asegura que la replicación a partir de cada origen ocurra 
solo una vez durante cada ciclo celular. En los metazoos, una segunda 
proteína pequeña, la geminina, contribuye a inhibir la reiniciación en 
los orígenes hasta que las células completan un ciclo celular entero. La 
geminina se expresa en la G, tardía; se une a los factores de carga de la 
helicasa MCM y la inhibe a medida que se liberan desde los orígenes, una 
vez que se ha iniciado la replicación del DNA, durante la fase S (véase la 
Fig. 19-19, paso EY), lo cual contribuye a inhibir la reiniciación en un ori- 
gen. La geminina contiene una caja de destrucción en su N-terminal que 
es reconocida por el CPA/C-Cdh1l, y esto provoca que se ubicuitine en la 
anafase tardía y sea degradado por proteasomas. Esto libera los factores 
de carga de la helicasa MCM, que también se desfosforilan a medida que 
declina la actividad de las CDK, para unirse a un CRO sobre los orígenes 
de replicación y cargar helicasas MCM durante la siguiente fase G.: 


Las hebras de DNA duplicadas se unen durante 
la replicación 


Durante la fase S, a medida que los cromosomas se duplican para for- 
mar cromátidas hermanas, se unen entre sí mediante vínculos protei- 
cos. Las uniones entre las cromátidas hermanas establecidas durante la 
fase S serán esenciales para su segregación precisa durante la mitosis. 

Los complejos proteicos que establecen cohesión entre las cro- 

mátidas hermanas se llaman cohesinas. El complejo de las cohesinas 
está compuesto por cuatro subunidades: Smcl (en ocasiones llamado 
también Rad21), Smc3, Sccl1 y Scc3. Smcl y Smc3 son miembros de la 
familia de proteínas SMC, caracterizadas por dominios largos de espi- 
rales enrolladas, flanqueados por un dominio globular con actividad 
de ATPasa. El dominio de ATPasa interactúa con Sccl y Scc3, y juntos 
forman una estructura anular. El mecanismo estructural por el cual las 
cohesinas vinculan a las cromátidas hermanas no se comprende, pero 
es probable que los anillos de cohesina abracen una o ambas copias 
del DNA replicado. Sin embargo, está claro que las cohesinas son esen- 
ciales para mantener las moléculas de DNA replicadas juntas. Cuando 
extractos de huevos de Xenopus fueron vaciados de cohesinas por tra- 
tamiento con anticuerpos específicos para las proteínas SMC cohesina, 
los extractos carentes de ellas fueron capaces de replicar el DNA en los 
núcleos de los espermatozoides añadidos, pero las cromátidas herma- 
nas resultantes no se asociaron adecuadamente entre sí. 

Algunos detalles del modo en que las cohesinas son cargadas sobre el 
DNA para mediar la cohesión de las cromátidas hermanas están siendo 
revelados. Sabemos que el establecimiento de la cohesión entre las cro- 
mátidas hermanas está fuertemente vinculado a la replicación del DNA. 
Las cohesinas se asocian con los cromosomas durante G, (Fig. 19-20, paso 
EJ). Durante la replicación del DNA, son cargadas sobre los cromosomas, 
de modo tal que pueden mantener a las cromátidas hermanas juntas. Muy 
probablemente esto ocurre a medida que las horquillas de replicación du- 
plican el DNA (Fig. 19-20, paso El). Para convertir el DNA-cohesinas G, 


896 CAPÍTULO 19 * El ciclo celular de las células eucariontes 


unidas a complejos cohesivos, Se puna pa de Carga de h 
inas (incluyendo un complejo e 4 querian ON PrOina, 
lación de la subunidad Smc3. na veremos FA a: Pio 198 lay E 
hesinas son esenciales para Unir con pS p omálidas herman 
replicadas al huso mitótico y para su segregación durante la mitosis 


cohes 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 19.4 
Compromiso con el ciclo celular y replicación 
del DNA 


- START define una etapa de G, después de la cual las células están 

irreversiblemente condicionadas al ciclo celular. Desde el punto de 

vista molecular, se define como el punto en que la actividad de CDk 
a niveles suficientes para iniciar la fase S, 

de la fase G,/S alcanza ntve p 


+ Los eventos moleculares que promueven la entrada al ciclo celular 
se conservan a través de las especies. Las CDK de G, inhiben un 
inhibidor de la transcripción. Esto permite la transcripción de las 
ciclinas de fase G,/S y otros genes importantes para la fase S. 


+ Las señales extracelulares como el estado nutricional (en las 
levaduras) y la presencia de mitógenos y antimitógenos (en los 
vertebrados) regulan la entrada al ciclo celular. 


* Varios factores de crecimiento de los polipéptidos llamados 
mitógenos estimulan a las células de mamífero en cultivo a proliferar, 
al inducir la expresión de genes de respuesta temprana. Muchos de 
ellos codifican factores de transcripción que estimulan la expresión de 
genes de respuesta retardada que codifican para ciclinas de fase G//S y 
factores de transcripción E2F. 


* Las CDK de fase G./S fosforilan e inhiben Cdh1, el factor de 
especificidad que dirige el complejo que promueve la anafase (CPA/C) 
para ubicuitinar las ciclinas de fase S y M. Esto permite que las ciclinas 
de la fase S se acumulen en la G, tardía. 


* En las levaduras, las CDK de fase S inicialmente son inhibidas por la 
Sicl. La fosforilación marca la Sic] para la ubicuitinación por la SCF 

ubicuitina-proteinligasa y para la degradación proteasómica al liberar 
las CDK de la fase S activad 


a que desencadenan el inicio de la fase 5 
(véase la Fig. 19-17). 


* La replicación del DNA se inicia 


por los sitios de carga de la helicasa 
conocidos como orígenes de re 


plicación. 
* La carga y la activación de la MCM helic 
ciclo celular mutuame 
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FIGURA 19-20 Modelo para establecer la unión mediante cohesinas 
de las cromátidas hermanas. Hay fuerte evidencia de que el complejo de 
cohesinas es circular, pero no se sabe si un único anillo de cohesinas vincula 
las cromátidas hermanas o si dos anillos, uno de cada una alrededor de las 
cromátidas hermanas separadas, están vinculados entre sí para vincularlas 
en una cadena. Por simplicidad, aquí se muestra un solo anillo. Paso KE las 
cohesinas son cargadas sobre los cromosomas durante G,, pero no poseen 
propiedades cohesivas (indicadas como las cohesinas lateralmente asociadas 
con los cromosomas). Paso Ek concomitante con la replicación del DNA, y 
muy probablemente muy cercana a la horquilla de replicación, las cohesinas 
se convierten en moléculas cohesivas, capaces de mantener juntas a las 


* Las cohesinas establecen vinculaciones entre las moléculas de DNA 
replicadas. Este mecanismo de unión está acoplado a la replicación del 
DNA. 


19.5 Entrada en mitosis 


Una vez que se ha completado la fase S y que el genoma completo se ha 
duplicado, los pares de cromosomas con DNA duplicado —las cromá- 
tidas hermanas— se segregan a las futuras células hijas. Este proceso re- 
quiere no solo de la formación del aparato que facilita esta segregación 
-el huso mitótico—, sino esencialmente Un remodelamiento completo 
de la célula. Los cromosomas se condensan y se unen al huso mitóti- 
co, la envoltura nuclear se desensambla y casi todos los orgánulos se 
reconstruyen o se modifican. Todos estos eventos son desencadenados 
Por las CDK de la mitosis. En esta sección, primero se analizará el modo 
en que las CDK se activan precipitadamente después de completarse la 
replicación del DNA durante G ,, Luego veremos de qué manera estas 
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J) de replicación | 
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S332/Sg0 » 


Mei 


G, Profase 


cromátidas hermanas (indicadas como anillos de cohesinas que rodean a 

las cromátidas hermanas replicadas). Esta conversión a cohesinas cohesivas 
requiere factores de carga de las cohesinas. Durante G,, las cromátidas 
hermanas se replican y se vinculan a lo largo de toda la longitud mediante 
cohesinas. Durante este momento, las proteínas Mei-S332/5go reclutan a la 
proteína fosfatasa 2A (PP2A) a las regiones centroméricas. Paso Ek en las células 
de los vertebrados, las cohesinas se liberan de los brazos de los cromosomas 
durante la profase y la metafase temprana por acción de la cinasa Polo y la 
cinasa Aurora B. Hacia el final de la metafase, las cohesinas quedan retenidas 
solo en la región del centrómero, donde la PP2A evita la fosforilación de la 
cohesina y, así, la disociación a través del reclutamiento de la PP2A. 


proteincinasas llevan a cabo los notables cambios en las células, nece- 
sarios para facilitar la segregación de las cromátidas hermanas durante 
la anafase centrándose en los eventos, como ocurren en los metazoos. 


La activación precipitada de las CDK mitóticas inicia 
la mitosis 


Las CDK mitóticas inician la mitosis. Mientras que los niveles de la 
subunidad CDK catalítica son constantes durante todo el ciclo celular, 
las ciclinas mitóticas gradualmente se acumulan durante la fase S. La 
mayoría de los eucariontes contienen múltiples ciclinas mitóticas que, 
por razones históricas, son llamadas ciclina A y ciclina B. A medida 
que se ensamblan, los complejos CDK mitóticos se mantienen en es- 
tado inactivo a través de la fosforilación inhibidora de la subunidad 
CDK. Recuerde de la Sección 19.3 que dos tirosinas y treoninas muy 
conservadas de las CDK de los mamíferos se someten a la fosforilación 
regulada. En la CDK1, la CDK mitótica, la fosforilación de la tirosina 
15 y la treonina 14 mantienen los complejos ciclina-CDK mitóticos en 
un estado inactivado. El estado de fosforilación de T14 y Y15 está con- 
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FIGURA 19-21 La fosforilación de la subunidad CDK restringe la 
actividad CDK mitótica durante las fases S y G,. Las ciclinas mitóticas 

se sintetizan durante las fases 5 y G, y se unen a CDK1. Sin embargo, el 
complejo ciclina-CDK no es activo, porque la treonina 14 y la tirosina 15 

de la subunidad CDK1 son fosforiladas por la proteincinasa Wee1. Una vez 

que se ha completado la replicación del DNA, la proteinfosfatasa Cdc25 se 
activa y la fosfatasa desfosforila la CDK1. Las CDK mitóticas activas estimulan 
adicionalmente la Cdc25. Al mismo tiempo, las CDK mitóticas inhiben la Weel, 
la proteincinasa que ubica la fosforilación inhibidora sobre la subunidad CDK. 
La replicación en curso del DNA inhibe la actividad de Cdc25. Aún no se 
comprende integralmente de qué manera la Cdc25 se activa en un inicio al 
completarse la replicación del DNA para poner en movirniento estos bucles de 


retroalimentación 


trolado por una proteincinasa de especificidad doble conocida como 
Weel y una fosfatasa de especificidad dual, la Cdc25 (Fig. 19-21). La 
regulación de las CDK mitóticas por estas actividades subyace la ac- 
tivación abrupta de su actividad de cinasa en la transición de la fase 
G,-M y explica la observación de que, aunque las ciclinas mitóticas se 
acumulen gradualmente durante la fase S y la G,, las CDK mitóticas no 
se activan hasta que las células entren en mitosis. 
Los estudios hechos en la levadura de fisión Schizosaccharomyces 
pombe desentrañaron los mecanismos que conducen a la activación 
precipitada de las CDK mitóticas durante G,. La proteincinasa Weel de 
especificidad doble fosforila las CDK de la tirosina inhibidora 15. (La 
treonina 14 no se fosforila en la CDK 1 de S. pombe). Las levaduras con 
un gen weel' defectuoso activan las CDK mitóticas prematuramente y 
así experimentan un ingreso prematuro a la mitosis. Las mutantes de 
Weel no solo entran en mitosis prematuramente, sino que también son 
más pequeñas. Esto ocurre porque, a diferencia de lo que sucede en la 
mayoría de los otros eucariontes, que coordinan el tamaño y la división 
celular durante G,, en las levaduras en fisión esta coordinación ocurre 
en G,. Las levaduras en fisión que llevan un gen mutante para CDKI, 
en el cual el residuo de tirosina 15 es reemplazado por fenilalanina (la 
cual tiene estructura similar a la tirosina pero no puede ser fosforilada), 
muestran la misma activación mitótica prematura de CDK e ingreso en 
mitosis. La fosfatasa que se opone a la Weel es la Cdc25. Las levaduras 
en fisión que llevan mutaciones en el gen cdc25' se detienen en G,, lo 
que indica que la fosfatasa es esencial para la entrada en mitosis. 
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a rápida transición los bucles de retroalimentación, en los que 
las CDK mitóticas activan las Cde25 e inactivan la 58 (véase la Fig, 
19-21). La fosforilación de la Cdc25 por las CDK mitóticas estimula sy 
actividad de fosfatasa; la fosforilación de la Weel por las CDK mitóticas 
inhibe su actividad de cinasa. La replicación del DNA en curso inhibe 
actividad de la Cdc25. Un tema crítico del cual sabemos poco es de qué 
manera este bucle de retroalimentación positiva se inicia una vez que 
se ha completado la replicación del DNA. Se ha sugerido que las CDK 
que funcionan tempranamente en el ciclo celular son las que inician el 
bucle de retroalimentación positiva. 

Aunque no se sabe aún de qué manera se inicia la activación pre- 
cipitada de las CDK mitóticas, queda claro que una vez que se acti- 
van, estas cinasas proteicas ponen en movimiento todos los eventos 
necesarios para aprestar a la célula para la segregación cromosómica. 
La activación de las CDK mitóticas está asociada con cambios en la 
localización celular de estas cinasas. En un inicio, las CDK mitóticas 
se asocian con los centrosomas, donde se piensa que facilitan la madu- 
ración de estos. Entonces, ingresan en el núcleo, donde llevan a cabo la 
condensación cromosómica y la ruptura de la envoltura nuclear. En la 
información que sigue, analizaremos de qué manera las CDK mitóticas 
llevan a cabo la ejecución coordinada de la mitosis. 

Durante el inicio de la replicación del DNA, las CDK de fase 5 
operan en conjunto con las DDK para promover la activación de la 
helicasa MCM. Como ocurre con el inicio de la replicación de DNA, 
las CDK colaboran con otras proteincinasas para llevar a cabo los 
eventos mitóticos. La familia de las cinasas Polo es crítica para la for- 
tea q nS mitótico, así como para la segregación de los cromo" 
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FIGURA 19-22 La lámina nuclear y su regulación por la fosforilación. 
%Fotomicrografía electrónica de la lámina nuclear de un OVocIto de Xenopus 
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los vertebrados pertenecen a una clase de proteínas del citoesqueleto, 
los filamentos intermedios, que son críticos para dar sostén a las mem- 
branas celulares. Las laminas A y C, codificadas por la misma unidad de 
transcripción y producidas por corte y empalme alternativo de un pre- 
mRNA único, son idénticas, excepto por una región de 133 residuos en 
la región C-terminal de la lamina A, que está ausente en la lamina C. 
La lamina B, codificada por una unidad de transcripción distinta, está 
modificada postraduccionalmente por la adición de un grupo isopre- 
nilo hidrofóbico, cerca de su región carboxi-terminal. Este ácido graso 
queda inserto en la membrana nuclear interna, y de este modo ancla la 
lamina nuclear a la membrana (véase la Fig. 10-19). Las tres laminas 
nucleares integran dímeros que contienen una sección central con for- 
ma de espiral enrollada helicoidal Y: con forma de bastón y una cabeza 
globular y un dominio de cola; la polimerización de estos dímeros a 
través de asociaciones cabeza-cabeza y cabeza-cola genera los filamen- 
tos intermedios que componen la lámina nuclear (Fig. 19-22b). 

Una vez que se activan las CDK mitóticas al final de G,, fosforilan 
residuos de serina específicos de las tres laminas nucleares. Esto provo- 
ca la despolimerización de los filamentos intermedios de lamina (véase 
la Fig. 19-22b). Los dímeros de lamina A y C fosforilados son libera- 
dos a la solución, mientras que los dímeros de lamina B fosforilados 
permanecen asociados con la membrana nuclear, a través del ancla de 
isoprenilo. La despolimerización de las laminas nucleares lleva a la des- 
integración de la red de lamina nuclear y contribuye al desensamblaje 
de la envoltura nuclear. 

Las CDK mitóticas afectan también otros componentes de la 
envoltura nuclear (Fig. 19-23). Las CDK fosforilan nucleoporinas 
específicas, que hacen que los complejos del poro nuclear se diso- 
cien a subcomplejos durante la profase. La fosforilación de proteínas 
integrales de la membrana interna del núcleo ocurre a través de la 
disminución de su afinidad por la cromatina y contribuye adicional- 
mente al desensamblaje de la envoltura nuclear. El debilitamiento de 
las asociaciones entre las proteínas de la membrana nuclear interna 
y la lámina nuclear y la cromatina permite que las hojas de la mem- 
brana nuclear interna se retraigan al retículo endoplasmático, que se 
continúa con la membrana nuclear externa. 


Las CDK mitóticas promueven la formación 
del huso mitótico 


Una función clave de las CDK mitóticas es inducir la formación del 
huso mitótico, conocido también como aparato mitótico. Como vimos 
en el Capítulo 18, el huso mitótico está constituido por microtúbulos 
que se unen a los cromosomas a través de estructuras proteicas especia- 
lizadas, asociadas con los cromosomas, denominadas cinetocoros. En 
la mayoría de los organismos, el huso mitótico es organizado por los 
centrosomas, en ocasiones llamados cuerpos polares del huso. Con- 
tienen una tubulina especializada, la tubulina y, la cual, junto con las 
proteínas asociadas, nuclea a los microtúbulos. Las plantas superiores 
y los ovocitos de los metazoos constituyen excepciones notables a los 
mecanismos de ensamblaje del huso basados en los centrosomas. En 
estas células, los extremos (—) de los microtúbulos están entrecruzados 
y estos se autoensamblan en un huso. 

La función del huso mitótico es segregar los cromosomas, de modo 
tal que las cromátidas hermanas se separen entre sí y se muevan a los 
polos opuestos del huso mitótico (véase la Fig. 18-37). Para lograr esto, 
los cromosomas deben unirse al huso mitótico, de manera que un cine- 
tocoro de cada par de cromátidas hermanas se una a los microtúbulos 


19.5 Entrada en mitosis 899 


eee 


( 
' 


¡> [ Proteínas del 


Ú 
poro nuclear 


Citoplasma 


% MA Proteínas 


de la MNI 


50 nm 


FIGURA 19-23 Las proteínas de la envoltura nuclear son fosforiladas 
por las CDK mitóticas. Paso [E los componentes del complejo del poro 
nuclear (CPN) son fosforilados por las CDK mitóticas en la profase, lo que 
ocasiona que los CPN se disocien en subcomplejos CPN asociados a la 
membrana solubles. Paso EX la fosforilación de las CDK mitóticas de las 
proteínas de la membrana nuclear interna (MNI) inhibe sus interacciones con 
la lámina nuclear y la cromatina. Paso EX la fosforilación de las CDK mitóticas 
de las láminas nucleares provoca su despolimerización y la disolución de la 
lámina nuclear. Paso El la fosforilación de las CDK mitóticas de las proteínas de 
la cromatina induce la condensación de la cromatina e inhibe las interacciones 
entre la cromatina y la envoltura nuclear. (Adaptado de B Burke y J Ellenberg, 2002, Nat Res 
Mol Cell Biol. 3:487 ) 


que surgen de polos opuestos. Luego, se dice que las cromátidas herma- 
nas están biorientadas. A partir de ahora, analizaremos de qué manera 
se forma el huso mitótico, de qué modo se unen a él los cromosomas y 
cómo las células corrigen las uniones defectuosas. 

Durante G,, las células contienen un único centrosoma que fun- 
ciona como el centro nucleador de microtúbulos principal de la cé- 
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sí. Como se analizó en el Capítulo 18, las células en G, contienen Ñ 
único par de centríolos. Simultáneamente con MA entrada a la fase S 
se desencadenada la separación de los dos centríolos por las CDK q, 
fase G/S, y cada uno de estos comienza a generar un centríolo hijo 
(véase la Fig. 18-35). Durante la fase S, los nuevos centríolos crece 
y maduran, cada par de centríolos comienza a ensamblar Material 
centrosómico y, hacia G,, se han formado ambos centrosomas. Va- 
rias proteincinasas adicionales se han identificado como responsables 
del control de la duplicación de los centrosomas. Entre ellas, res. 
ta central un miembro de la familia de las cinasas Polo conservadas, 
la PIk4. De qué modo las CDK de fase G/S y la PIk4 promueven |, 
duplicación de los centrosomas aún no se comprende, pero se pien. 
sa que involucra la fosforilación de múltiples componentes de los 
centrosomas, lo cual facilita su duplicación y su crecimiento. Como 
veremos, las cinasas Polo no solo desempeñan un papel central en 
la duplicación de los centrosomas, sino que también participan en 
esencialmente todos los aspectos de la mitosis. 

El paso clave de iniciación de la formación del huso mitótico es el cor- 
te de los lazos que vinculan a los centrosomas duplicados. Esta disyun- 
ción de los centrosomas ocurre en G, y es desencadenada por las CDK 
mitóticas (véase la Fig. 18-35). Tan pronto como ha ocurrido esta sepa- 
ración, los microtúbulos se han nucleado a partir de ambos centrosomas 
y se separan uno de otro, traccionados por la proteína motora dineína. 
Las particularidades de la formación de los arreglos microtubulares y el 
ensamblaje del huso mitótico se analizaron en el Capítulo 18. Aquí consi- 
deraremos brevemente el modo en que los cromosomas se unen al huso 
mitótico y de qué manera se corrigen los errores de este proceso. 

Para que los cromosomas se segreguen con precisión durante la mi- 
tosis, el par de cromátidas hermanas debe permanecer biorientado esta- 
blemente sobre el huso mitótico (Fig. 19-24). ¿Cómo se logra esto? Una 
vez que los centrosomas se han separado uno del otro, los microtúbulos, 
en un mecanismo de búsqueda y captura, comienzan a interactuar con 
los cinetocoros de los pares de cromátidas hermanas. Inicialmente, los 
cromosomas se deslizan a lo largo de la longitud de los microtúbulos 
impulsados por proteínas motoras. Cuando el cromosoma llega al final 
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4) VIDEO: División celular normal en la embriogénesis de C. elegans 


FIGURA 19-24 Unión del cromosoma al huso mitótico. Los cromosomas se 
unen al huso mitótico y se congregan en el centro del huso. Luego, se unen 
mediante sus cinetocoros a los extremos de los microtúbulos (llamados 
uniones al extremo) y estas uniones son estabilizadas por microtúbulos 
adicionales. Se muestra la unión final a los cromosomas, donde el cromosoma 
se ha biorientado de modo estable sobre el huso mitótico 
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FIGURA 19-25 Uniones estables e inestables de los cromosomas. 

- ando lOs cinetocoros hermanos se unen a los microtúbulos que emanan 

p polos opuestos del huso, están establemente unidos. Esta configuración se 
¡ama UNIÓN anftélica. (a) Los microtúbulos (verde) traccionan los Ccinetocoros 
¡pardo); las cohesinas resisten esta fuerza de tracción. Esto lleva a que 

jos cinetocoroS sean traccionados desde la proteincinasa Aurora B (zona 

roja), que S€ localiza en el espacio interno entre los cinetocoros hermanos 
Como resultado, la Aurora B ya no puede fosforilar los factores de unión al 
microtúbulo en el CINetocoro y las uniones cinetocoro-microtúbulo son 

rables. Cuando un cinetocoro se une a microtúbulos que emanan de dos 


grid 


polos opuestos del huso (unión merotélica, b) o ambos Cinetocoros hermanos 
se unen a microtúbulos que emanan del mismo polo del huso (unión sintélica 
q o uno de los cinetocoros hermanos se une a los microtúbulos (unión 
monotélica, d), los CINetocoros no son traccionados por la zona Aurora B. Como 
resultado, la Aurora B fosforila las subunidades de unión del cinetocoro y las 
¿iones al microtúbulo se desestabilizan 


SS Is, 


de un microtúbulo, los cinetocoros se unen a los microtúbulos en una 
unión del extremo, en cuya configuración final los cromosomas se en- 
cuentran vinculados al huso mitótico. Los cinetocoros de las cromátidas 
hermanas se unen entonces a los microtúbulos que emanan del polo 
opuesto del huso. En el extremo, se dice que el par de cromátidas herma- 
nas está establemente biorientado sobre el huso mitótico. 

El objetivo final de la unión de los cromosomas al huso mitótico 
es que todos y cada uno de los cromosomas se encuentre unido a este 
de modo biorientado (también conocido como unión anfitélica; Fig. 
19-254). ¿De qué manera la célula “sabe” que esto ha ocurrido? El 
análisis microscópico de la unión de los cromosomas ha mostrado 
que, al inicio, muchos cromosomas se unen a los microtúbulos de 
manera defectuosa. Un cinetocoro puede unirse a los microtúbulos 
que emanan de ambos polos, una situación llamada unión merotéli- 
ca (Fig. 19-25b). Los cinetocoros de un par de cromátidas hermanas 
pueden unirse a microtúbulos del mismo polo (unión sintélica; Fig. 
19-25c) o tan solo un cinetocoro puede unirse a los microtúbulos 
(unión monotélica; Fig. 19-25d). Claramente, ninguna de estas unio- 
nes es productiva en el sentido de que no resultaría en una segrega- 
ción cromosómica precisa. Así, debe haber mecanismos que detecten 
y corrijan estas uniones defectuosas. 

El mecanismo de detección empleado por las células para hallar 
las uniones incorrectas se basa en la tensión. Cuando las cromátidas 
hermanas están correctamente unidas a los microtúbulos, sus cineto- 
coros se encuentran en tensión (véase la Fig. 19-254). Los microtúbulos 
unidos a los cinetocoros los traccionan y las moléculas de cohesión que 
mantienen a las cromátidas hermanas juntas resisten estas fuerzas, lo 
que crea tensión en los cinetocoros. La unión merotélica, sintélica O 
Monotélica conduce a una tensión insuficiente en los cinetocoros, y 
"Sto permite a la célula distinguir estas formas defectuosas de unión y 
diferenciarlas de la forma anfitélica. 

¿De qué manera la célula puede detectar si los cinetocoros están 2 
sión O no lo están? La proteincinasa Aurora B y sus factores se re- 
Bulación asociados, en conjunto conocidos como el complejo pasajero 
* los cromosomas (CPC), detectan los cinetocoros que NO pr e 
tensión y cortan estas uniones de los microtúbulos; así, dan a las célu- 
*S Una segunda oportunidad de unirse correctamente. Las bases mo- 
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Aurora B fosforila algunos componentes de los cinetocoros implicados 
en la unión a los microtúbulos. Cuando se fosforilan, estas proteínas 
pierden su actividad de unión a los microtúbulos. La Aurora B se loca- 
liza en la región de las cromátidas hermanas entre los dos cinetocoros. 
Cuando estos no están en tensión, se encuentran muy cercanos a la Au- 
rora B, y la proteincinasa puede fosforilar las subunidades que se unen 
a los microtúbulos de los cinetocoros y desestabilizar cualquier unión 
cinetocoro-microtúbulo (véase la Fig. 19-25b-d). Cuando los microtú- 
bulos se unen correctamente a los cinetocoros, las fuerzas de aquéllos 
traccionan a los cinetocoros y los alejan de Aurora B; así, la cinasa ya 
no puede alcanzar sus dianas en los cinetocoros (véase la Fig. 19-254). 

Los microtúbulos traccionan continuamente sobre los cromoso- 
mas. Una vez que todos los cromosomas se han unido a los microtúbu- 
los de modo anfitélico, lo único que puede evitar que estos se segreguen 
a los polos y los mantengan en el medio del huso son los complejos de 
cohesina (véase la Fig. 19-254). Como veremos en la Sección 19.6, es el 
seccionamiento de estas moléculas de cohesina el que inicia la segrega- 
ción de los cromosomas en la anafase. 


La condensación de los cromosomas facilita 
la segregación 


La segregación de los cromosomas no solo requiere la construcción del 
aparato que los segregue, sino también que el DNA se compacte en es- 
tructuras que faciliten su transporte. Un intento de segregar los largos 
complejos de proteína-DNA entretejidos, presentes en las células en 
interfase, llevaría a la ruptura del DNA y así a la pérdida de material ge- 
nético. Para evitar este destino, las células compactan sus cromosomas 
durante la profase en las estructuras densas con las que hemos tomado 
contacto a través de la miscroscopia óptica o electrónica (Fig. 19-26). 
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FIGURA 19-26 Fotomicrografía electrónica de barrido de un 
cromosoma en metafase. Durante la metafase, los cromosomas están 
completamente condensados y las dos cromátidas hermanas individuales son 


visibles. [Biophoto Associates/Photo Researchers | 


La condensación de los cromosomas resulta en una pronunciada 
reducción en su longitud, hasta 10 000 veces en los vertebrados. El se- 
gundo aspecto clave del proceso de compactación es la separación de 
las cromátidas hermanas entrelazadas. Este proceso se llama resolu- 
ción de las cromátidas hermanas y está mediado en parte por la acti- 
vidad desencadenadora de la topoisomerasa Il y va mano a mano con 
el proceso de condensación. 

La condensación de los cromosomas no se comprende muy bien, 
pero resulta central para este proceso un complejo proteico conocido 
como complejo de la condensina. Este complejo proteico está rela- 
cionado con el complejo de la cohesina, que vincula a las cromátidas 
hermanas manteniéndolas juntas después de la replicación del DNA, 
y que fue inicialmente identificado sobre la base de su capacidad de 
promover la condensación cromosómica en extractos de rana. Al igual 
que lo que ocurre con el complejo de la cohesina, las condensinas están 
compuestas de dos subunidades proteicas SMC de espirales enrolladas, 
que se asocian a través de sus dominios ATPasa con subunidades no- 
SMC. Cuando la función de la condensina se pierde en las células, los 
cromosomas no se condensan y la separación de las cromátidas her- 
manas no se resuelve. El modo en que las condensinas compactan los 
cromosomas no se comprende, pero en una analogía con los anillos de 
las cohesinas, las condensinas crean vínculos intracromosómicos que 
empaquetan los cromosomas en bucles característicos que se ven en las 
fotomicrografías electrónicas de los cromosomas compactados. 

Tal como ocurre en los eventos mitóticos iniciales, la condensación 
de los cromosomas finalmente es desencadenada por las CDK mitóti- 
cas. No se conocen los mecanismos exactos por los cuales estas cinasas 
inducen la condensación de los cromosomas, pero parece que las CDK 
mitóticas inducen el proceso, al menos parcialmente, activando las 
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alrededor de los centrómeros están protegidas de la eliminación de 
pendiente de la fosforilación por la promesas 2A (PP2A). Es 
fosfatasa es reclutada a regiones centroméricas por un miembro de Ur 
familia de factores de direccionamiento de PP2A conocidos como la 
familia de proteínas Mei-S332/Shugoshin. El reservorio protegido q, 
cohesinas proporciona la resistencia necesaria a la fuerza de tracción 
ejercida por los microtúbulos para establecer la tensión en los cinetp. 
coros biorientados. Como veremos en la Sección 19.8, este mecanismo 
de protección también desempeña un papel esencial en el establec;. 
miento del patrón de agregación de los cromosomas en la meiosis, 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 19.5 


Entrada en mitosis 


* Las CDK mitóticas inducen la entrada en la mitosis en todos los 
eucariontes. 


* Las CDK mitóticas se mantienen inactivas hasta la finalización 


de la replicación del DNA por la fosforilación inhibidora sobre la 
subunidad de las CDK, 


ps r . bat * . .. 4 

Las CDK mitóticas promueven su propia activación a través de 
los bucles de retroalimentación positiva que conducen a la rápida 
inactivación de la cinasa Weel y a la activación de la fosfatasa Cdc25 


* Las CDK mitóticas inducen la degradación de la envoltura nuclear 
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19,6 Fin de la mitosis: segregación 
de cromosomas y salida de la mitosis 


Una vez que todos los cromosomas se han condensado y se han uni 
correctamente al huso mitótico, comienza su segregación. es 
ción, analizaremos de qué manera el se nto de las pa 
por una proteasa conocida como separasa desencadena el ota 
de los cromosomas en la anafase y cómo se Encuentra regulada est; 
escisión. Luego exploraremos el modo en que la maquinaria aná 
la escisión de las cohesinas en la transición metafase-anafase, el CPAJC, 
también inicia la inactivación de las CDK mitóticas. Poseorme : 
veremos de qué manera las fosfatasas activadas al final de la mitosis 
participan en la inactivación de las CDK mitóticas y llevan a sa a 
desensamblaje de las estructuras mitóticas y la reiniciación de la célula 
al estado G,. Luego, finalizaremos esta sección con un análisis de la ci- 
tocinesis, el proceso que genera las dos células hijas. 
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La escisión de las cohesinas mediada por las 
separasas inicia la segregación de los cromosomas 


Como mencionamos en la sección previa, cada cromátida hermana de 
un cromosoma en metafase está unida a los microtúbulos por medio 
de su cinetocoro (véase la Fig. 19-24). En metafase, el huso está en un 
estado de tensión, con fuerzas que traccionan ambos cinetocoros hacia 
los polos opuestos del huso. Las cromátidas hermanas no se separan 
porque se mantienen juntas en sus centrómeros por complejos de co- 
hesina. En todos los organismos analizados hasta la fecha, la pérdida 
de cohesinas desde los cromosomas desencadena el movimiento de los 
cromosomas en la anafase. El mecanismo responsable de esta pérdi- 
da de cohesinas desde los cromosomas también está conservado. Una 
proteasa conocida como separasa corta una subunidad de la cohesina 
llamada Sccl o Rad21 y rompe los círculos proteicos que vinculan a las 
cromátidas hermanas (Fig. 19-27). Una vez que este vínculo se ha roto, 
se inicia la anafase como una fuerza hacia los polos ejercida sobre los 
cinetocoros, que mueven las cromátidas hermanas escindidas hacia los 
polos del huso. 
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FIGURA 19-27 Regulación de la escisión de la cohesina. La separasa, U 


: esina, 
Proteasa que puede escindir la subunidad Secl de las ri 
£S inhibida antes de la anafase por la unión de la securino. NETOS se han 
también inhiben la separasa al fosforilarla. Cuando toos y lesa mE 
Unido a los microtúbulos del huso y el aparato mitotico E Ñ ado con el 
ensamblado y orientado, el factor de especificidad Cdc20, asociado € 
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La escisión de las cohesinas fue descubierta en las levaduras en 
gemación. El análisis de la subunidad Scc1 por la técnica de Western 
blot mostró que la proteína migraba en geles de SDS PAGE de acuer- 
do con su peso molecular, predicho a partir de G, hasta metafase, 
pero durante la anafase, la proteína corría considerablemente más 
rápido en el gel de SDS PAGE, lo cual indicaba que de alguna mane- 
ra era más pequeña. Estudios ulteriores demostraron que la forma 
de la Sccl que migraba más rápido era, de hecho, un producto de 
escisión. Un análisis de la identidad de la proteína responsable de la 
escisión de la cohesina provino del estudio de mutantes de la levadu- 
ra previamente identificadas, que fracasaban en la segregación de los 
cromosomas durante la anafase. Una mutante del gen que codificaba 
ESP1 —que conocemos como separasa— fracasó en producir el frag- 
mento de escisión. El análisis posterior reveló no solo que la separasa 
es una proteasa, sino que la escisión de la cohesina resulta esencial 
para la segregación cromosómica. Las células que expresan una forma 
de Sccl con sus sitios de escisión mutados no pueden segregar sus 
cromosomas. Dada la naturaleza irreversible de la escisión de Sccl, 
es absolutamente esencial que la actividad de la separasa esté muy 
controlada. De aquí en adelante, analizaremos esta regulación. 


El CPA/C activa la separasa a través 
de la ubicuitinación de la securina 


Antes de la anafase, una proteína conocida como securina se une a la 
separasa y la inhibe (véase la Fig. 19-27). Una vez que todos los cineto- 
coros se han unido a los microtúbulos del huso del modo biorientado 
correcto, el CPA/C ubicuitina ligasa, dirigida por un factor específico 
Cdc20, ubicuitina la securina (nótese que este factor de especificidad 
es diferente del Cdhl, que tiene como diana los sustratos CPA/C para 
la degradación en etapas posteriores durante la mitosis). La securina 
poliubicuitinada es rápidamente degradada por proteasomas; por lo 
tanto, libera separasa. 

El CPA/C*%% es activado en la profase por la fosforilación, por 
acción de las CDK mitóticas, de varias subunidades del CPA/C. Sin 
embargo, este CPA/C“ fosforilado no es activo hasta que todos los 
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CPA/C, se dirige hacia él para ubicuitinar la securina y las ciclinas mitóticas 
Después de la degradación de la securina y el descenso en la actividad de 

la CDK mitótica, la separasa liberada y desfosforilada escinde la subunidad 
Sec1, con lo cual rompe los círculos de cohesina y permite que las cromátidas 
hermanas se separen por acción del aparato del huso que las tracciona hacia 
polos opuestos de este 
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cromosomas estén biorientados sobre el huso 1 
en la Sección 19.7, el CPA/Cc4co 
control que asegura que la mito 
cromosomas hayan logrado una 


nitótico. Como veremos 
es inhibido por una vía de puntos de 
sis no procederá, hasta que todos los 


unión adecuada al aparato mitótico. 
La Cdc20 está inhibida hasta que cada cinetocoro se haya unido a los 


microtúbulos y haya tensión aplicada a los cinetocoros de todas las cro- 
mátidas hermanas, traccionándolas hacia los polos opuestos del huso. 
En las células de los vertebrados, también está regulada la separasa por 
fosforilación. La actividad de las CDK mitóticas inhibe la separasa du- 
rante la profase y la metafase. Solo cuando la actividad de la CDK mi- 
tótica comienza a declinar en la transición metafase/anafase, 
de la degradación proteica mediada por CPA/CCie0, la separas 
volverse activa y desencadenar la segregación cromosómica. 

Una vez que las cohesinas se han escindido, 
miento de los cromosomas en la anafase. Como an 
tulo 18, la segregación de los cromosomas está mediada por la despoli- 
merización de los microtúbulos y las proteínas motoras, a medida que 
los polos del huso se separan uno de otro. La declinación de la actividad 
de las CDK mitóticas es importante para estos movimientos cromo- 
sómicos de la anafase. Cuando la inactivación de las CDK mitóticas 
está inhibida, ocurre la anafase, pero es anormal. La desfosforilación 
de un número de proteínas asociadas a los microtúbulos, que afectan 
su dinámica, parece importante para este proceso. En las levaduras en 
gemación, esta desfosforilación es llevada a cabo por la proteinfosfata- 
sa Cdc14 que, como veremos, desempeña un papel fundamental en la 
etapa final del ciclo celular, la salida de la mitosis. 


a través 
a puede 


se asegura el movi- 
alizamos en el Capí- 


La inactivación de las CDK mitóticas desencadena 
la salida de la mitosis 


La elongación del huso en la anafase y los eventos asociados con la sa- 
lida de la mitosis (el desensamblaje del huso mitótico, la descondensa- 
ción de los cromosomas y la nueva formación de la envoltura nuclear) 
son llevadas a cabo por la desfosforilación de los sustratos de las CDK. 
En otras palabras, la salida de la mitosis puede verse como la inversa del 
ingreso en la mitosis. Los eventos de fosforilación que desencadenaron 
los diferentes eventos mitóticos deben ser deshechos para que la célula 
revierta al estado G.. 

La desfosforilación de los sustratos CDK mitóticos es provocada 
por la inactivación de las CDK mitóticas. En la mayor parte de los or- 
ganismos, la inactivación de las CDK mitóticas es desencadenada por la 
degradación mediada por CPA/C%<" de las ciclinas mitóticas. A medi- 
da que las CDK mitóticas activan CPA/C49, inician su propia muerte. 
En las levaduras en gemación, solo aproximadamente el 50 por ciento 
de las ciclinas mitóticas son degradadas por CPA/C'42%, Como vere- 
mos en la Sección 19.7, un depósito de ciclinas mitóticas está protegido 
del CPA/C“2 para permitir que haya tiempo suficiente para ubicar 
al huso mitótico con precisión dentro de la célula. No se sabe de qué 
manera una fracción de las ciclinas mitóticas está protegida de CPA/ 
Ce420, pero queda claro que es necesario un segundo paso de la mitosis 
que inactive las CDK para que ocurra la salida de esta fase. La proteína 
conservada fosfatasa Cdc14 lleva a cabo este segundo paso en la inhibi- 
ción de la CDK mitótica. 

En las levaduras en gemación, la inactivación completa de las CDK 
mitóticas requiere la destrucción de las ciclinas mitóticas por la CPA/ 
Cm y la acumulación del inhibidor de CDK Sicl, que mantiene las 
CDK de la fase S bajo control hasta que las células ingresan en el ciclo 
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Mitosis G; 
o Si 
CDK mitóticas h— APC/C-Cdh1 


Mí 


Cdc14 


1 


Red de salida mitótica 


FIGURA 19-28 La proteinfosfatasa Cdc14 desencadena la salida de 

la mitosis en las levaduras en gemación. Durante la mitosis, la actividad 
de la CDK mitótica inhibe a sus inhibidores, CPA/C*" y Sic1. Durante G, 
CPA/C“%" y Sicl inhiben las COK mitóticas. Durante la salida de la mitosis, 

la proteinfosfatasa Cdc14 mueve el interruptor entre estos dos estados 
antagonistas. La red de la salida mitótica activa la fosfatasa durante la anafase 
permite que desfosforile a CPA/C“*'; por lo tanto, la activa. La fosfatasa también 
promueve la acumulación de Sic1. Además, la Cdc14 desfosforila los muchos 
sustratos CDK mitóticos que conducen a la rápida salida de la mitos;s, 


celular. Tanto el CPA/C“%! como la Sicl son inhibidos por las CDk 
mitóticas. Por el contrario, el CPA/C“M% y la Sic1 inhiben las CDK mi. 
tóticas (Fig. 19-28). La proteinfosfatasa Cdc14 enciende el interruptor 
entre estos dos estados mutuamente antagónicos durante la anafase. 
La Cdc14 se mantiene inactiva durante la mayor parte del ciclo celular, 
pero la fosfatasa se activa durante la anafase por la vía de señalización 
de una GTPasa conocida como la red de salida de la mitosis (MEN). 
Esta cascada de señalización es, como veremos en la Sección 19.7, sen- 
sible a la posición del huso y solo se vuelve activa en la anafase, cuando 
este se halla adecuadamente ubicado dentro de la célula. Una vez que 
se ha activado durante la anafase, la Cdc14 desfosforila el CPA/C“»" 
y la Sicl para promover la degradación de las ciclinas mitóticas y la 
inactivación de las CDK mitóticas, respectivamente. Esto conduce a la 
salida de la mitosis. 

La actividad de la fosfatasa también es esencial para la salida de la 
mitosis en los vertebrados. La simple inactivación de las CDK mitóticas 
no es suficiente para desencadenar la salida a tiempo de la mitosis. Aún 
no está claro qué fosfatasa desfosforila los sustratos de las CDK para 
reiniciar a la célula y volverla a la etapa G,. Tanto la proteinfosfatasa | 
como la proteinfosfatasa 2A han estado implicadas en el proceso. 

Finalmente, la reversión de la fosforilación de las CDK mitóticas 
cambia las actividades de muchas proteínas nuevamente a su estado de 
interfase. La desfosforilación de las condensinas, la histona H] y otras 
proteínas asociadas a la cromatina conduce a 1 
los cromosomas mitóticos en la telofase, Se desconocen las dianas de 
las CDK, cuya desfosforilación es importante para el desensamblaje del 
huso mitótico, pero probablemente haya múltiples dianas proteicas. se 
conoce más acerca del modo en que se reorganiza la envoltura nuclea". 
Se Cree que las proteínas de la membrana nuclear interna desfosfo"! 
ladas se Unen nuevamente a la cromatina. Como resultado de ello, * 
piensa que múltiples proyecciones de la membrana del RE que Co?” 
lienen estas proteínas se asocian con la superficie de los cromosoma 
en descondensación y luego se fusionan unas con otras, dirigidas por 
un mecanismo desconocido para formar una doble membrana e 
tinua alrededor de cada cromosoma (Fig. 19-29). La desfosforilacióN 
de los subcomplejos del Poro nuclear les permite reensamblarse E 
CPN completos que atraviesan las membranas interna y externa, gan 
después de la fusión de las Proyecciones del RE. La Ran-GTP, po 
e il ri de la importación y exportación e 

» es a tanto la fusión de las proyecciones 


a descondensación de 


(51) VIDEO: Dinámica de la envoltura nu 
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durante la telofase. Lxtensiones del re 
con cada cromosoma en descondens. 
torman una doble membrana 


asocian 
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A AER 


para formar envolturas nucleares hijas como el ensamblaje de los CPN 


(véase la Fig. 19-29). La concentración de la Ran-GTP es máxima en 
la microvecindad de los cromosomas en descondensación, porque el 
factor de intercambio Ran-guanina nucleótido (Ran-GEF) está unido a 
la cromatina. En consecuencia, la fusión de la membrana está estimu- 
lada en las superficies de los cromosomas en desconde 


nsación y forma 
láminas de membrana nuclear con CPN insertados. 


La citocinesis crea dos células hijas 


Cuando se ha completado la segregación de los cromosomas, el cito- 
plasma y los orgánulos se distribuyen entre las dos futuras células hijas. 
Este proceso se llama citocinesis. Con la excepción de las plantas supe- 
riores, la división de las células es provocada por un anillo contráctil, 
formado por actina y el motor de actina miosina (véase la Fig. 17-36). 
Durante la citocinesis, el anillo se contrae de modo similar a la con- 
tracción muscular, tracciona la membrana hacia adentro y finalmente 
cierra la conexión entre las dos células hijas. 

La citocinesis debe estar coordinada con otros eventos del ciclo ce- 
lular en tiempo y espacio. Para que la división celular produzca dos 
células hijas, cada una de las cuales contendrá los componentes nece- 
sarios para la sobrevivencia, el plano de división debe estar ubicado de 
modo tal que cada célula reciba aproximadamente la mitad del con- 
tenido citoplasmático de la célula madre y exactamente la mitad del 
contenido genético. La citocinesis también debe estar coordinada con 
la secuencia temporal de los eventos del ciclo celular, la finalización de 
la mitosis. En los párrafos siguientes, exploraremos ambos aspectos de 
la regulación de la citocinesis. 

En las células animales, el anillo contráctil se forma durante la 
anafase y se ubica en el medio del huso de la anafase. Esto asegura 
que cada célula hija reciba la mitad del material genético. Á pesar 
de la importancia de esta coordinación, se sabe sorprendentemente 
poco acerca de ella. Algunos experimentos apoyan la idea deque se 
las señales enviadas desde la zona media del huso hacia la corteza 
celular son importantes para coordinar el sitio de citocinesis a la 
Posición del huso. Otras investigaciones sugieren que los microtúbu- 
los del huso interactúan con la corteza celular y ubican el capos 
segmentación con respecto a la posición de los polos del o la 
Probablemente, una combinación de estas vías gobierne la formac 
del surco de segmentación durante la citocinesis.. 7 

En las levaduras en gemación y de fisión, el sitio 
está determinado antes de la mitosis. En las levaduras en rt 
esto ocurre durante G,, cuando se determina el sitio de gemación. 
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clear durante la mitosis 


FIGURA 19-29 Modelo para el reensambla 
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En las levaduras de fisión, las proteínas importantes para la forma- 
ción del anillo contráctil se acumulan en la zona media de la célula 
durante G,. Independientemente de la secuencia de eventos (el sitio 
de la mitosis primero, luego el sitio de la citocinesis o viceversa), que- 
da claro que estos sucesos deben estar estrechamente coordinados. 
Como veremos en la Sección 19.7, las células han desarrollado me- 
canismos de vigilancia que aseguran que el sitio de la citocinesis está 
coordinado con la posición del huso. Esto es de especial importancia 
durante las divisiones celulares asimétricas, que dan origen a células 
de diferente tamaño y destino. Estas divisiones celulares son esencia- 
les durante el desarrollo y en las divisiones de las células madre (véase 
el Cap. 21). La citocinesis también debe estar coordinada con otros 
eventos del ciclo celular. La principal señal para ella es la activación de 
las CDK mitóticas. Las células que expresan una versión estabilizada 
de las ciclinas mitóticas avanzan a través de la anafase, pero no sufren 
citocinesis. Las dianas de las CDK en la maquinaria de la citocinesis 
aún no han sido descubiertas. 

Esto concluye nuestro análisis acerca de los eventos moleculares de 
la división celular. Como vimos, las cinasas dependientes de ciclinas y 
la degradación de proteínas mediadas por ubicuitinas son el centro de 
este control (Fig. 19-30). A continuación, analizaremos los mecanis- 
mos que aseguran que una etapa posterior del ciclo celular no se inicie 
hasta que la previa se haya completado y que cada paso del ciclo celular 
ocurra con precisión. 
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FIGURA 19-30 Procesos fundamentales del ciclo celular eucarióntico. Véase el texto para análisis 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 19.6 
Fin de la mitosis: segregación de cromosomas 


y salida de la mitosis 

+ La escisión de las cohesinas por la separasa induce la segregaciól 
los cromosomas durante la anafase. 

+ Al inicio de la anafase, el CPA/C es dirigido por el Cdc20 para 
ubicuitinar la securina, que posteriormente se degrada por los 
proteasomas. Esto activa la separasa (véase la Fig. 19-27). 

+ La salida de la mitosis es desencadenada por la inactivación de las 
CDK mitóticas, principalmente llevada a cabo por la degradación de 


la ciclina mitótica. 

* La salida de la mitosis 
tales como la Cdc14, para eliminar las fosforilaciones mitóti 
muchas proteínas diferentes, lo que permite el desensamblaje del huso 
mitótico, la descondensación de los cromosomas y el reensamblaje de 


la envoltura nuclear. 

+ La citocinesis finaliza la fisión ce 
con el sitio de la división nuclear. Esta coordina 
que realizan una división celular asimétrica. 
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19.7 Mecanismos de vigilancia en la regulación 
del ciclo celular 
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Las vías de puntos de control establecen 
dependencias y evitan errores 
en el ciclo celular 


Los experimentos que condujeron a la idea de los mecanismos de vi- 
gilancia O vías de puntos de control que establecen dependencias en el 
ciclo celular fueron simples y bellos en su interpretación. Recuerde que 
Lee Hartwell y cols. aislaron mutantes cdc de S. cerevisiae sensibles a la 
temperatura. Su caracterización y el estudio de los genes afectados en 
estos mutantes moldearon profundamente nuestro conocimiento del 
ciclo celular eucarionte. Fue la caracterización de una de estos mutan- 
tes cdc, la cde 13, lo que condujo a Hartwell y a sus colegas a formular el 
concepto de las vías de los puntos de control. 

Para el propósito de nuestro presente análisis, el único hecho im- 
portante para tener en cuenta acerca de la función de CDC13 es que 
el gen es necesario para la replicación de los telómeros y que, en su 
ausencia, persisten en las células grandes tramos de DNA teloméri- 
co replicado de manera incompleta. Las células que llevan un alelo 
sensible a la temperatura del gen cdc13 como única fuente de CDC13 
se detienen con un contenido de DNA G, cuando se cambian a la 
temperatura restrictiva (Fig. 19-31a). Esta detención es indicativa de 
un defecto en la fase S tardía, o la entrada a la mitosis. Cuando las 
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FIGURA EXPERIMENTAL 19-31 Experimento que llevó al concept ] 
vías del punto de control. (a) Cuando se pasan ala termperatura restrictiva, 


los mutantes cdc 13 detienen la progresión del ciclo celular po! la replicación 


incompleta del DNA. Cuando las células se retornan a la temperatura 
antuvieron la viabilidad durante 


permisiva, reanudan la proliferación porque M 
el ciclo celular detenido. (b) Los mutantes dobles cdc/3 a fi 
Cuando se las pasa a la temperatura restrictiva, porque estas células a cid jen 
detectar que su DNA se replicó de modo incompleto Las pas di o 

mitosis, y esto lleva a la muerte celular porque se pierde eso A : 
Por lo tanto, las células pierden viabilidad rápidamente a le rmperatur 
restrictiva y ya no pueden reanudar la proliferación cuando vuelven a la 


temperatura permisiva 


rad9A no se detienen 


células se regresan a la temperatura permisiva, la proteína sensible a 
la temperatura es nuevamente funcional, y las células continúan pro- 
liferando. Así, aunque las células mutantes cdc!3 no puedan dividirse 
a la temperatura restrictiva, retienen su viabilidad y así son capaces de 
reanudar la proliferación una vez que se las retorna a la temperatura 
permisiva a la que la proteína cdc13 sensible a la temperatura resultó 
nuevamente funcional. 

Para caracterizar el mutante cdc13 con más detalle, Hartwell y 
cols. examinaron los efectos de introducir una segunda mutación 
en otro gen, una deleción en el gen RAD9. El gen RAD9 no es esen- 
cial para la viabilidad, pero cuando está delecionado, las células son 
muy sensibles a agentes que dañan el DNA, como los rayos X. Esta 
mutación por sí misma no afecta el crecimiento de las células a nin- 
guna temperatura, pero tiene un efecto pronunciado en los mutantes 
edc13. Cuando los investigadores examinaron el doble mutante cdc13 
rad9 a temperatura restrictiva, observaron que el mutante ya no se 
detenía en G,, sino que las células continuaban dividiéndose durante 
unas pocas divisiones (Fig. 19-31b). Cuando estas células retornaban 
a la temperatura permisiva, el doble mutante no podía reanudar la 
proliferación. Esto indica que mientras las células continuaban di- 
vidiéndose unas pocas veces a la temperatura restrictiva perdían su 
viabilidad. 

Hartwell y cols. propusieron la siguiente explicación para esta 
observación: los mutantes cdc13 se detienen a la temperatura res- 
trictiva porque albergan un DNA replicado de forma incompleta. 
Este DNA dañado señala a la célula que detenga el avance en el ciclo 
celular e induce la reparación del daño porque la mitosis de las cé- 
lulas con DNA dañado casi ciertamente conduciría a la muerte ce- 
lular. El gen RAD9 es parte de la maquinaria que contribuye a esta 
detención del ciclo celular. En las células que carecen del RAD9, el 
“alto al avance del ciclo celular”, la señal no opera y las células sufren 
mitosis a pesar del DNA replicado en forma incompleta. Esto mata a 
las células. Hartwell y cols. llamaron a este mecanismo de vigilancia 
la vía del punto de control. 

Actualmente sabemos que las células albergan múltiples vías del 
punto de control para asegurar que una fase del ciclo celular no co- 
mience antes de que la previa se haya completado. Además de esta- 
blecer dependencias, las vías del punto de control aseguran que cada 
aspecto de la replicación del cromosoma y su división ocurran con 
precisión. Por ejemplo, un único cinetocoro que no pueda unirse al 
huso mitótico puede detener el avance del ciclo celular en la metafase 
al activar el punto del control del ensamblaje del huso. 

Cada punto del control está construido del mismo modo. Un sen- 
sor detecta un defecto en un proceso celular particular y, en respuesta 
a este defecto, activa una vía de transducción de la señal. Los efectores 
activados por la vía de señalización inician la reparación del defecto y 
detienen el avance del ciclo celular hasta que este defecto se corrija. A 
continuación, analizaremos las principales vías de puntos de control 
que gobiernan el avance del ciclo celular. 


La vía del punto de control del crecimiento 

asegura que las células sólo entran en el ciclo 
celular después de una suficiente biosíntesis de 
macromoléculas 

La proliferación celular requiere que las células se multipliquen a través 


del proceso de división celular y que las células individuales crezcan 
por medio de la biosíntesis de las macromoléculas. El crecimiento ce- 
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lular y su división son procesos separados, pero para que las células 
mantengan un tamaño constante a medida que se multiplican, el creci- 
miento y la división celulares deben estar estrechamente coordinados. 
Por ejemplo, cuando los nutrientes son limitados, las células reducen su 
tasa de crecimiento y la división celular debe ser reprimida, de manera 
concomitante. Este tipo de coordinación entre el crecimiento y la divi- 
sión celular es de especial importancia en los organismos unicelulares 
que experimentan cambios en la disponibilidad de nutrientes como 
parte de su ciclo de vida natural. Por lo tanto, no resulta sorprendente 
que existan mecanismos de vigilancia que ajusten la tasa de división 
celular de acuerdo con la tasa de crecimiento. 

En la levadura en gemación, el crecimiento y la división celula- 
res están coordinados en G.. En esta etapa del ciclo celular, los ciclos 
de crecimiento y división están ligados, lo que hace que la actividad 
de las CDK de G, dependa del crecimiento celular. ¿Qué aspecto del 
crecimiento está ligado al ciclo celular? Los experimentos clásicos que 
emplean inhibidores de la síntesis proteica indican que la tasa de creci- 
miento, y así el control del ciclo celular por el crecimiento, está deter- 
minada por la síntesis proteica. De qué manera controla la síntesis pro- 
teica la actividad de las CDK en G, es un área de investigación activa. 
La ciclina G, Cln3 está sujeta a control traduccional, lo cual hace que 
los niveles de esta ciclina sean especialmente sensibles a la velocidad de 
la síntesis de proteínas. Sin embargo, queda claro que este no es el úni- 
co mecanismo. Aunque las vías moleculares que coordinan la división 
con el crecimiento celular aún no se comprendan, este control es en 
apariencia muy plástico. La extensión de G, y el tamaño celular crítico, 
es decir el tamaño al cual las células entran en el ciclo celular, cambian 
con la disponibilidad de nutrientes. 

S. pombe crece como una célula con forma de bastón que incre- 
menta su longitud en paralelo con su crecimiento y luego se divide 
al medio durante la mitosis para producir dos células hijas de igual 
tamaño (véase la Fig. 19-4). A diferencia de las levaduras en gemación 
y la mayoría de las células de los metazoos, que crecen primariamente 
durante G,, esta levadura tiene la mayor parte de su crecimiento du- 
rante la fase G, del ciclo celular y es su entrada en mitosis la que está 
cuidadosamente regulada en respuesta al tamaño celular. Recuerde 
que la entrada en mitosis está regulada por la proteincinasa Weel, que 
inhibe la CDKI1 al fosforilar la tirosina 15. Cuando hay limitación de 
nutrientes, la Weel fosforila la CDKI y así las células permanecen en 
G, hasta que alcanzan el tamaño crítico para el ingreso en la mitosis. 
Este control de tamaño es llevado a cabo por la localización regulada de 
proteínas. La proteincinasa Poml forma un gradiente desde cada polo 
hacia la zona media de la célula. El inhibidor de la CDK Weel y su inhi- 
bidor Cdr2 se localizan en regiones en la corteza celular en el medio de 
la célula (Fig. 19-32). La Pom! evita que Cdr2 inhiba a Weel. Cuando 
las células son pequeñas, Pom! inhibe a Cdr2. Weel es activo y evita el 
ingreso en la mitosis. A medida que las células crecen, la concentración 
local de Pom1 en el medio de la célula declina y Cdr2 se vuelve activo 
e inhibe a Weel. Ahora las células pueden entrar en mitosis. Así, en 
este organismo la longitud celular es medida por un gradiente proteico. 

En general, los nutrientes no son limitantes en los organismos 
multicelulares. En lugar de ello, el crecimiento celular está controlado 

por vías de señalización de factores de crecimiento, como las vías Ras, 
AMPK y TOR (véanse los Caps. 8 y 16). Estas vías también parecen 
ser importantes para coordinar el crecimiento y la división celular. Las 
mutaciones en componentes claves de las vías de señalización de los 
factores de crecimiento, como Myc, provocan cambios notables en el 
tamaño celular de Drosophila. Myc regula la transcripción de muchos 
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FIGURA 19-32 Un gradiente proteico mide la longitud celular en S, 
pombe. La proteincinasa Poml forma un gradiente desde cada polo hacia 

el medio de la célula. Weel y su imhibidor Cdr2 se localizan en regiones de 

la corteza celular en el medio de la célula. Poml inhibe Cdr2, y asi, la vía que 
inhibe Wee. (a) En células pequeñas, la concentración de Pom1 en el medio 
de la célula es más elevada. Cdr2 está inhibida, lo que permite que Wee1 
permanezca activa y prohibe la entrada en mitosis. (b) A medida que las células 
crecen de longitud, la concentración de Pam! en el medio de las células 
declina. La inhibición de Cdr2 por Pom1 disminuye y la vía de señalización de 
Cdr2 ahora es capaz de inhibir Wee! y promover la entrada en mitosis. (Adaptado 
de Moseley y cols, 2009, Nature, 459:857-860) 


genes importantes para la biosíntesis de las macromoléculas y, además, 
de modo más indirecto, las CDK de G.. Así, este factor de transcripción 
parece integrar el crecimiento y la división celulares. Sin embargo, los 
detalles de esta coordinación aún no han sido esclarecidos. 


La respuesta al daño al DNA detiene el avance 
del ciclo celular cuando el DNA está comprometido 


La duplicación completa y precisa del material genético es esencial para 
la división celular. Si las células entran en mitosis cuando el DNA no se 
ha replicado por completo o se encuentra dañado de algún otro modo, 
ocurren cambios genéticos. En muchos casos, estos cambios conduci- 
rán a la muerte celular, pero como veremos en el Capítulo 24 también 
pueden conducir a alteraciones genéticas que resultan en la pérdida del 
control del crecimiento y de la división y, finalmente, en cáncer. Esto 
está subrayado por el hecho de que muchas proteínas implicadas en la 
detección del daño al DNA y su reparación con frecuencia están muta- 
das en los cánceres humanos. 

Las enzimas que replican el DNA son muy precisas, pero su exa 
titud no es suficiente para asegurar la precisión completa durante la 
síntesis del DNA. Más aún, las agresiones ambientales, como los rayo? 
X y la luz ultravioleta, pueden provocar daños al DNA, y este daño 
puede ser reparado antes del ingreso de la célula a la mitosis. Las célulaS 
tienen un sistema de respuesta del daño al DNA que detecta muchos 
o a a e ei 
do. La detención del ciclo celul a e ts e la 
iuelloenda le rl puede producirse en la fase Gp e 
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lugar de intentar la reparación del daño, pl 
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; $ 
en cuanto a la muchas formas y espectros diferent? 
a la gravedad. Una rotura en la hélice del DNA, cono , 


como dobles roturas, quizás es la form 
que una lesión de este tipo casi siempre 
si hay mitosis en su presencia. De 


a más grave de daño, dado 
llevará a la pérdida de DNA 
fectos más sutiles incluyen corte 
una hebra única, cambios estructurales en los nucleótidos o 


mientos erróneos del DNA. Para nuestro debate aquí, es importante 
notar que las células tienen sensores para todos estos tipos de daños 
diferentes. Estos sensores hacen un barrido en el genoma y, 
detectan una lesión, ensamblan factores de señalización y 
en el sitio de la lesión. 

Resultan centrales para la detección de diferentes lesiones un par 
de proteincinasas homólogas llamadas ATM y ATR. Estas proteinci- 
nasas se reclutan en los sitios de daño al DNA. Luego, inician el re- 
clutamiento secuencial de proteínas adaptadoras y de otro conjunto 
de proteincinasas llamadas Chk1 y Chk2. Luego, estas cinasas activan 
mecanismos de reparación y provocan la detención del ciclo celular o 
la apoptosis en los animales (Fig. 19-33). Las ATR y las ATM recono- 
cen diferentes tipos de daño al DNA. La ATM es muy especializada, 
dado que solo responde a dobles roturas. La ATR es capaz de reco- 
nocer tipos más diversos de daño al DNA, tales como horquillas de 
replicación detenidas, nucleótidos dañados y rotura de la doble he- 
bra. La ATR reconoce estos tipos diversos de daño porque todos ellos 
contienen cierta cantidad de DNA de hebra simple, ya sea como parte 
del propio daño o porque las enzimas de reparación crean DNA de 
hebra simple como parte del proceso reparador. Las horquillas de re- 
plicación detenidas, por ejemplo, son reconocidas por la ATR. Se cree 
que la asociación de ATR con horquillas detenidas activa su actividad 
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FIGURA 19-33 Sistema de respuesta al daño del DNA. Las proteincinasas 
ATM y ATR son activadas por el daño al DNA. La ATR responde a una diversidad 
de daños al DNA -principalmente, el DNA de hebra simple que apo 
resultado del propio daño o como resultado de la reparación-. La . ga 
activa específicamente por dobles roturas. Dado que las roturas de la do e 
hebra se convierten a DNA de hebra simple como resultado de la reparación, 
también, aunque de modo indirecto, y así dibujadas como una a iemeriál 
activan la ATR. La ATM y la ATR una vez activadas por el daño al DNA activ 

Otro par de proteincinasas relacionadas, la Chk1 y la Chk2. Estas Un 
inducen luego la maquinaria de reparación del DNA y provocan eteni ento 
del ciclo celular al inhibir la Cdc25. En las células de los metazoarios, cuando e 
daño al DNA es grave, la Chk1 y Chk2 activan también el factor de transcripción 
053. El p53 induce el detenimiento del ciclo celular al inducir la transcripción 


de la CKI p21 y la apoptosis. 


de proteincinasa, y esto conduce al reclutamiento de proteínas adap- 
tadoras cuya función consiste en reclutar y ayudar a activar las cinasa 
Chk!I. La Chk1 activa induce entonces vías de reparación e inhibe la 
progresión del ciclo celular. 

La Chk1 y Chk2 detienen el ciclo celular. Las proteincinasas fosfo- 
rilan la Cdc25; por lo tanto, la inactivan (véase la Fig. 19-33). Cuando 
ocurre daño al DNA durante la G,, la inhibición de la Cdc25A resulta 
en la inhibición de las CDK de la fase G/S y las CDK de la fase S (Fig. 
19-34). Como resultado de ello, estas cinasas no pueden iniciar la repli- 
cación del DNA. Cuando ocurre el daño al DNA durante la fase S o en 
la G,, la inhibición de la Cdc25C por la Chk1/2 resulta en la inhibición 
de las CDK mitóticas y, así, la detención en la G.. La replicación acti- 
va del DNA inhibe también la entrada en la mitosis. La ATR continúa 
inhibiendo la Cdc25C vía la Chk1 hasta que todas las horquillas de re- 
plicación completan la replicación del DNA y se desensamblan. Este 
mecanismo hace la iniciación de la mitosis dependiente de la termina- 
ción de la replicación cromosómica. Finalmente, las células también 
detectan el estrés de la replicación del DNA que resulta en la detención 
o el enlentecimiento de la horquilla de replicación. Esto desencadena 
la activación de la vía del punto de control de ATR-Chk1 y resulta en 
la represión de la actividad de CDK de la fase S, con lo cual se evita el 
inicio de los orígenes tardíos de replicación. 

La inhibición de la familia de fosfatasas Cdc25 mediada por Chk1 
no es el único mecanismo por el cual el daño o la replicación incom- 
pleta del DNA inhiben el avance del ciclo celular. Como veremos luego, 
el daño al DNA conduce a la activación del factor de transcripción p53, 
que transcribe el inhibidor de la CDK p21. El p21 se une a todos los 
complejos ciclina-CDK de los metazoarios y los inhibe. Como resul- 
tado, las células se detienen en las fases G, y G, (véase la Fig. 19-34). 

La ATM reconoce las dobles roturas (véase la Fig. 19-33). La pro- 
teincinasa se recluta directamente a los extremos del DNA mediante 
un complejo conocido como el complejo MRN, que se une a los ex- 
tremos rotos y los mantiene unidos. La ATM activada luego fosforila 
a la Chk2 y la activa, y recluta proteínas de reparación. Estas proteínas 
de reparación inician la recombinación homóloga, como se analizó 
en el Capítulo 4. Este proceso involucra la creación de salientes de 
cadena simple que, a su vez, reclutan y activan ATR y sus efectores, 
lo cual adicionalmente incrementa la respuesta de daño al DNA. La 
ATM también puede reclutar una vía de reparación alternativa en la 
que dos dobles roturas se fusionan directamente entre sí, en un pro- 
ceso de reparación conocido como unión de extremos no homólo- 
gos. Al igual que la activación de la ATR, la de ATM también detiene 
el avance del ciclo celular por la inhibición de Cdc25 mediada por 
Chk2, y de este modo evita la activación de las CDK. Esta inhibición 
puede ocurrir en la G, o en la G,. 

Un efecto clave de la respuesta de daño al DNA en las células 
de los metazoos es el factor de transcripción p53 (véase la Fig. 19- 
33). Es conocido como supresor tumoral porque su función normal 
consiste en limitar la proliferación celular en vistas al daño al DNA. 
La proteína es notablemente inestable y, en general, no se acumula 
en niveles lo suficientemente elevados como para estimular la trans- 
cripción en condiciones normales. La inestabilidad de la p53 resulta 
de su ubicuitinación por una ligasa de ubicuitina-proteína llamada 
Mdm2 y la degradación proteasómica ulterior. La rápida degrada- 
ción de la p53 es inhibida por la ATM y la ATR, que fosforilan la 
p53 en un sitio que interfiere con la unión de la Mdm2. Esta y otras 
modificaciones de la p53 en respuesta al daño del DNA incrementan 
notablemente su capacidad de activar la transcripción de genes es- 
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FIGURA 19-34 Panorama general de los controles del punto de control 
de daño al DNA en el ciclo celular. Durante G,, la vía de p53-p21“”inhibe las 
CDK de G.. Durante la replicación en curso del DNA y en respuesta al estrés de 
la replicación (un movimiento lento de la horquilla de replicación del DNA o un 
colapso de la horquilla de replicación de este), la cascada de la proteincinasa 
ATR-Chk1 fosforila e inactiva la Cdc25C, evitando de este modo la activación 
de las CDK mitóticas e inhibiendo la entrada a la mitosis. En respuesta al 


pecíficos que ayudan a la célula a lidiar con el daño al DNA. Uno de 
estos genes codifica la CKI p21 (véase la Fig. 19-34). 

En ciertas circunstancias, tales como cuando el daño al DNA es 
extenso, la p53 también activa la expresión de genes que conducen a 
la apoptosis, el proceso de la muerte celular programada que normal- 
mente ocurre en células específicas durante el desarrollo de animales 
multicelulares. En los metazoos, la respuesta de la p53 evolucionó 
para inducir apoptosis en vistas al daño extenso al DNA, presumi- 
blemente para prevenir la acumulación de múltiples mutaciones que 
podrían convertir una línea celular normal en células cancerosas. El 
doble papel de la p53 tanto en la detención del ciclo celular como 
en la inducción de la apoptosis podría dar cuenta de la observación 
de que casi todas las células cancerosas tienen mutaciones en ambos 
alelos del gen p53, o en las vías que estabilizan la p53 en respuesta al 
daño al DNA (véase el Cap. 24). Las consecuencias de las mutaciones 
en p53, ATM y Chk2 proporcionan ejemplos notables de la importan- 
cia de la vía del punto del control del ciclo celular para la salud de un 
organismo multicelular. 
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proceso se haya completado y de que se complete la unión a los cineto- 
coros; en CONSECUENCIA, segregan inadecuadamente sus cromosomas y 
producen células hijas anormales que mueren. 

Sabemos que las células albergan un mecanismo de 


vigilancia que 
evita la entrada en anafase en presencia de cine 


tocoros no unidos. Los 
componentes del punto de control de ensamblaje del huso reconocen y 
unen sitios de unión no ocupados por microtúbulos en los cinetocoros 
y crean una señal inhibidora de la anafase (Fig. 19-354). Una proteí- 
na conocida como Mad2 (mitotic arrest defective 2, o defectuosa en la 
detención de la mitosis) es central para la reacción de esta seña] inhi- 
bidora. La Mad2 regula la Cdc40, el factor de especificidad requerido 
para dirigir la CPA/C a la securina. Recuerde que la ubicuitinación de la 
securina mediada por CPA/C“9 y su degradación ulterior son necesa- 
rias para la activación de la separasa y la entrada en la anafase (véase la 
Fig. 19-27). La Mad2 es reclutada a los cinetocoros que no están unidos 
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FIGURA 19-35 Vía de puntos de control del ensamblaje del huso. La 
via de puntos de control del ensamblaje del huso está activa hasta que cada 
Cinetocoro individual se haya unido adecuadamente a los microtúbulos ) 
del huso. (a) La proteína Mad2 existe en dos conformaciones, una "abierta 
(Cuadrados rojos) y la otra “cerrada” (círculos anaranjados). De acuerdo con el 
modelo actual, Mad1 y la forma Mad2 cerrada forman UN tetrámero que se 
une a los cinetocoros no unidos a través de la subunidad Mad] (paso M.la 
Mad2 abierta puede unirse transitoriamente a la Mad2 cerrada, unida a Mad] 
en el cinetocoro (paso EJ). Esta interacción con la Mad2 cerrada estimula a la 
Mad? abierta a unirse a Cdc20. La Mad2 abierta puede unirse a la Cdc20 solo 
mientras esté interactuando con una Mad2 cerrada. Esto convierte a la Mad2 
abierta a su conformación cerrada, lo cual provoca que se disocie de la Mad2 
Cerrada del cinetocoro (paso EJ). La interacción estable de la dio 
con la Cdc20 evita que la Cdc20 se una al CPA/C. Adicionalmente, a E a 
Cerrada, unida a la Cdc20, puede interactuar transitoriamente con Otra 3 y 
en la conformación abierta (paso EJ) y provocar que esta se una aotra E 
de Cdc20. Esto convierte a la Mad2 abierta a la conformación cerrada unida 
a Cdc20. Esta forma recién cerrada de complejo Mad2-Cdc20 se disocia del 
Primer par Mad2-Cdc20 y genera dos complejos Mad2-Cdc20 (paso EE 
la Mad? libre en la conformación abierta se convierte rápidamente a la Ma 
Cerrada, unida a Cdc20 a medida que este ciclo se repite (paso BJ). La fuente 


a los microtúbulos. La Mad! parece crítica para este proceso. La Mad2 
unida al cinetocoro rápidamente se intercambia con una forma soluble 
de Mad2, que inhibe todas las Cdc20 de la célula (Fiz. 19-354). Cuando 
los microtúbulos se unen a los cinetocoros, estos liberan la Mad2 unida 
y cesan el proceso por el cual se produce la forma inhibidora, soluble, 
de la Mad2 (Fig. 19-35b). Sin embargo, cuando incluso un único cine- 
tocoro está desprendido de los microtúbulos, desde el polo opuesto del 
huso con respecto al de su hermano, se produce suficiente Mad2 inhi- 
bidora soluble en el cinetocoro desprendido como para inhibir toda 
la Cdc20 de la célula. Este elegante modelo para la vía del punto de 
control del ensamblaje del huso puede dar cuenta de la capacidad de un 
cinetocoro individual no unido para inhibir la Cdc20 celular hasta que 
el cinetocoro se asocie adecuadamente con los microtúbulos del huso. 
La entrada a la anafase también se inhibe cuando la unión a los 
microtúbulos por los cinetocoros es defectuosa. Como vimos en la 
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de la Mad2 cerrada que inicia esta reacción en cadena es la Mad2 cerrada 
unida a la Mad] asociada con un cinetocoro, lo cual explica de qué modo el 
cinetocoro no unido puede provocar la inactivación de toda la Cdc20 de la 
célula a través de la formación de complejos Mad2-Cdc20 cerrados. ¿De qué 
manera los cinetocoros no unidos que reclutan complejos Mad1-Mad2 se 
generan? Ya sea que los microtúbulos fracasen en unirse o la Aurora B corte 
uniones cinetocoro-microtúbulo que no están en tensión (Fig. 19-25). (b) 
Silenciamiento de la vía de puntos de control del ensamblaje del huso: la unión 
de los microtúbulos (verde) a los cinetocoros provoca el desplazamiento del 
tetrámero Mad1-Mad2. Mad2 en el tetrámero desplazado no puede interactuar 
con Mad2 abierta, pero en lugar de ello se une a p31%"*, La p317* siempre 
está activa, desensambla los complejos Mad2-Cdc20 y libera Cdc20 activa 
(paso HA). Sin embargo, una pequeña cantidad de tetrámeros Mad1-Mad2 
unida a cinetocoros puede generar suficientes complejos Mad2-Cdc20 por el 
mecanismo que se muestra en (a) para superar la actividad de p31. Una vez 
que todos los cinetocoros se han unido a los microtúbulos, provocando la 
liberación de todos los tetrámeros Mad1-Maa?, la actividad de p31 predomina 
y libera Cdc20 activa que se une al CPA/C, lo cual da como resultado la 
ubicuitinación y la degradación proteasómica de la securina y el inicio de la 
anafase. (Modificado de A. De Antoni y cols. 2005, Curr. Biol 15.214.) 
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+, los cinetocoros de las cromátidas hermanas con fre- 
cuencia se unen a los microtúbulos que emanan del mismo polo 
(unión sintélica), o un único cinetocoro se une a microtúbulos que 
se originan de dos polos distintos (unión merotélica). Estas unio- 
nes defectuosas resultan en una tensión insuficiente o en ausencia 
de tensión en cinetocoros hermanos, y estas interacciones microtúbu- 
lo-cinetocoro se desestabilizan rápidamente por la fosforilación de 
Aurora B, de las proteínas que unen microtúbulos en el cinetocoro. 
Esto conduce a la generación de cinetocoros no unidos, que son re- 
conocidos en el punto del control del ensamblaje del huso. De este 
modo, la Aurora B y el punto del control del ensamblaje del huso 
colaboran durante cada ciclo celular para la unión precisa de cada 
par individual de cromátidas hermanas sobre el huso mitótico de 
modo correcto, biorientado. 

La vía de puntos de control del ensamblaje del huso es esencial 
para la viabilidad en ratones, lo que subraya la importancia de esta 
vía de control de calidad durante cada división celular. Si la anafase se 
inicia antes de que ambos cinetocoros de un cromosoma replicado se 
unan a los microtúbulos de polos del huso opuesto, se producen célu- 
las hijas que tienen cromosomas ausentes o adicionales, un resultado 
llamado no disyunción. Cuando ocurre la no disyunción en las células 
mitóticas, esto puede conducir a la regulación alterada de los genes y 
contribuir al desarrollo del cáncer. Cuando se produce no disyunción 
durante la división meiótica que genera un óvulo o un espermatozoi- 
de humano, puede producirse la trisomía de cualquier cromosoma. 
El síndrome de Down es generado por la trisomía del cromosoma 21, 
lo que da como resultado anomalías del desarrollo y retardo mental. 
Cualquier otra trisomía resulta en letalidad embrionaria o muerte 
poco después del nacimiento. 


La vía del punto de control de la posición del huso 
asegura que el núcleo se reparta adecuadamente 
entre las dos células hijas 


La coordinación del sitio de la división nuclear con el de la citocinesis 
es esencial para la producción de dos células hijas idénticas. Si la cito- 
cinesis ocurriera de modo tal que cada célula hija fallara en recibir un 
complemento genético completo, ocurriría la pérdida o ganancia de 
cromosomas. En muchos sistemas, se han descrito los mecanismos de 
vigilancia que aseguran que la citocinesis no ocurra cuando el huso 
mitótico no se ubica correctamente en la célula. Este mecanismo de 
vigilancia, conocido como la vía del punto de control de la posición 
del huso, se comprende mejor en la levadura en gemación. En esta 
levadura, el sitio de formación del brote, y por lo tanto el sitio de la 
citocinesis, se determina durante la G.. Así, el eje de la división queda 
definido antes de la mitosis y el huso mitótico debe alinearse a lo lar- 
go de este eje madre-brote en cada división celular (Fig. 19-36, paso 
EZ. Cuando este proceso falla, el punto del control de la posición del 
huso evita la inactivación de las CDK mitóticas, lo que da a la célula 
una oportunidad de reubicar el huso antes del desensamblaje de este 
y de la citocinesis (Fig. 17-36, paso E. siel punto del control de la 
posición del huso falla, las células que ubican inadecuadamente sus 
husos dan origen a productos mitóticos con demasiados núcleos o 
con muy pocos (Fig. 17-36, paso EJ). 

Recuérdese que, en la levadura en gemación, un conjunto de ci- 
clinas mitóticas están protegidas de la degradación por la CPA/C“20 
para facilitar el en ocasiones difícil proceso de alineación del huso 
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FIGURA 19-36 Puntos de control de la 
en gemación. Actividad de la fosfatasa C 
la mitosis. Arriba: en S. cerevisiae, durante | 
Cdc14 (puntos rojos) es secuestrada e ina 
inactivo (púrpura) se asocia con el cuerpo polar del huso (SPB) má 

al brote tan pronto como se forma el huso mitótico. Si la segr der 
los cromosomas ocurre de modo adecuado (paso D, la estación de los 


Posición de huso en la levadura 
dc14 necesaria para la salida de 

a interfase y la mitosis temprana, 
Ctivada en el nucléolo. El Tem1-GDP 


A mitosis. Si 
en ubicar el SBP hijo en el brote (paso E) la mur 


Tem!1, se recluta desde la corteza 


aparato mitótico fracasa 


mitótico, de modo tal que la mitad del núcleo queda estrangulado 
a través de un delgado cuello durante la elongación del huso en la 
anafase. Recuerde además que la inactivación de este conjunto de 
complejos ciclinas-CDK durante la mitosis es desencadenada por 
la proteinfosfatasa Cdc14, que a su vez es activada por una vía de 
iransducción de las señales conocida como red de salida de mitosis 
(véase la Pig. 19-28). La red de salida de mitosis está controlada por 
una pequeña GTPasa (monomérica) llamada Tem!. Este miembro de 
la superfamilia de las GTPasas de proteínas interruptoras controla 
la actividad de una cascada de proteincinasas, de modo semejante a 
la manera en que la Ras controla las vías de las MAP cinasas (véase 
Cap. 16). La Teml1 se asocia con los cuerpos polares del huso (CPH) 
a medida que se forman. Un inhibidor de la GTPasa llamado Kin4 se 
localiza en la célula madre, pero está ausente en el brote (véase la Fig. 
19-36). Un inhibidor de la Kin4 llamado Ltel se localiza en el brote 
pero está ausente en la célula madre e inhibe cualquier Kin4 residual 
que se marche al brote. Cuando la elongación de los microtúbulos del 
huso hacia el final de anafase ha ubicado correctamente los cromo- 
somas hijos segregados en el brote, la inhibición de Tem1 por Kin4 se 
libera. En consecuencia, Teml se convierte a su estado activo unido 
a GTP y activa la cascada de señalización de proteincinasa. La cinasa 
terminal en la cascada fosforila entonces al ancla nucleolar que une 
e inhibe ala Cdc14, liberando la fosfatasa Cdc14 al citoplasma y al 
nucleoplasma, tanto en el brote como en la célula madre (véase la Fig. 
19-36, paso EN). Una vez que está disponible la Cdc14 activa, las CDK 
mitóticas se inactivan y las células salen de mitosis. Cuando el huso 
falla en ubicarse correctamente, el cuerpo polar del huso que lleva al 
Tem1 no entra al brote y la red de salida de mitosis no se activa. Las 
células se detienen en la anafase. Así, los inhibidores de la restricción 
espacial y los activadores de una vía de transducción de la señal per- 
miten a la célula detectar una señal espacial, la posición del huso, y la 
traducen a su regulación de una vía de transducción de la señal. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 19.7 


Mecanismos de vigilancia en la regulación 
del ciclo celular 


* Los mecanismos de vigilancia, conocidos como vías del punto de 
control, establecen dependencias entre los eventos del ciclo celular y 
aseguran que la progresión del ciclo no ocurra antes de la terminación 
de un evento precedente. 


* Las vías del punto de control consisten en sensores que detectan un 
evento celular particular o un defecto, una vía de señalización y un 
efector que detiene la progresión del ciclo celular y activa las vías de 
reparación cuando sea necesario. 


* El crecimiento y la división celular se integran durante G, en la ma- 
yoría de los sistemas. La biosíntesis de macromoléculas disminuida 
retarda la entrada en el ciclo celular. 


* Las células son capaces de detectar y responder a una amplia varie- 
dad de daño al DNA, y la respuesta difiere dependiendo de la etapa del 
Ciclo celular en el que las células se encuentren. 


* En respuesta al daño al DNA, dos proteincinasas relacionadas, la 
ATM y la ATR, son reclutadas al sitio del daño, donde activan vías de 


O 


señalización que conducen a la detención del ciclo celular, la repara- 
ción y, en algunas circunstancias, la apoptosis. 


« Las vías del punto de control del ensamblaje, que evitan la iniciación 
prematura de anafase, emplean la Mad2 y otras proteínas para regular 
el factor de especificidad de CPA/C*“*9" que se direcciona a la securina 
y las ciclinas mitóticas para la ubicuitinación. 


+ La vía de puntos de control de la posición del huso evita la inactiva- 
ción por CDK mitótica cuando el huso está mal ubicado. En esta vía, 
activadores localizados e inhibidores y un sensor se dispara entre ellas, 
lo cual permite que las células detecten la posición del huso. 


19.8 Meiosis: un tipo especial de división celular 


En casi todos los eucariontes diploides, la meiosis genera células ter- 
minales haploides (óvulos y espermatozoides) que luego pueden fusio- 
narse con una célula germinal de otro individuo para generar un cigoto 
diploide que desarrolla un nuevo individuo. La meiosis es un aspecto 
fundamental de la biología y la evolución de todos los eucariontes, por- 
que da como resultado la reasignación de los conjuntos cromosómicos 
que recibe un individuo de sus dos padres. Ambos, la combinación de 
los cromosomas y la recombinación homóloga entre las moléculas pa- 
rentales de DNA durante la meiosis, garantizan que cada célula germi- 
nal haploide generada recibirá una combinación única de genes alelos 
que es diferente de la de cada padre, así como también de toda otra 
célula germinal haploide formada. 

Los mecanismos de la meiosis son análogos a los de la mitosis. Sin 
embargo, varias diferencias clave de la meiosis permiten que este pro- 
ceso genere células haploides con diversidad genética (véase la Fig. 5-3). 
En la mitosis, cada fase S es seguida por la segregación cromosómica y 
la división celular. Por el contrario, durante la meiosis una ronda de re- 
plicación del DNA es seguida por dos fases de segregación cromosómica 
consecutivas. Esto conduce a la formación de células hijas haploides en 
lugar de células hijas diploides. Durante las dos divisiones, los cromo- 
somas maternos y paternos se mezclan y se dividen de modo tal que 
las células hijas son diferentes en su constitución genética de la célula 
parental. En esta sección, analizaremos las similitudes entre la mitosis 
y la meiosis, como así los mecanismos específicos de esta última que 
transforman la maquinaria del ciclo celular mitótico, de modo tal que 


provoca una división celular inusual que conduce a la formación de 
células hijas haploides. 


Pistas intracelulares y extracelulares regulan 
la entrada a la meiosis 


Las señales que desencadenan la entrada a las divisiones meióticas 


en los metazoos son un área muy activa de investigación y aún se 


desconocen muchos aspectos. Sin embargo, los mismos principios 


básicos gobiernan la decisión de entrar al programa meiótico en 


todos los organismos donde esto se ha estudiado. Hay señales extra- 


celulares que inducen un programa de transcripción que produce 
factores específicos del ciclo celular relacionados con la meiosis, los 
cuales provocan las inusuales divisiones celulares meióticas. Esta 
modificación del ciclo celular va mano a mano con un programa de 
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ntes a la decisión de entrar 
cidos en S. cerevisiac. Esta 
a carencia de fuentes de nitrógeno y 
as diploides a ingresar a la meiosis en lu- 


gar de a la mitosis, lo que da lugar a esporas haplaides (véase la Fig, 
1-17). Durante las divisiones meióticas, la gemación es Teprimida , 
la fase S premeiótica y las dos divisiones meióticas ocurren dentro de 
los confines de la célula madre. Luego, se predicen las paredes de las 
esporas alrededor de los cuatro promiuados melóticos. pas Que 
la gemación y el inicio de la replicación del Bas son in "clas por 
las CDK de la fase G,/S. Se requiere inhibir su Fic A part evitar 
la gemación. La privación de nutrientes reprime la expresión de las 
ciclinas en la fase de la G,/S, inhibiendo la gemación. Sin embargo, 
la replicación del DNA también depende de las EDR de la fase G/s, 
¿De qué manera puede ocurrir la replicación pra del DNA en 
ausencia de las CDK de la fase G,/S? La esporulación-proteincinasa 
Ime2 específica asume el papel de las CDK de fase G/S en tanto la 
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promoción de la replicación del DNA. La Ime2 promueve 1) la fosfo- 
rilación del factor de especificidad Cdh1 del CPA/C y lo inactiva de 
modo tal que puedan acumularse las ciclinas de la fase S y la fase M; 
3) la fosforilación de factores de transcripción para inducir los genes 
requeridos para la fase S, incluyendo las DNA polimerasas y las cicli- 
nas de la fase S; y 3) la fosforilación del inhibidor Sicl de la CDK de 
la fase S, lo cual conduce a la liberación de las CDK activas de la fase 
S y al inicio de la replicación premeiótica del DNA. 


Varios factores clave distinguen la meiosis 
de la mitosis 


Las divisiones meióticas difieren de las mitóticas en varios aspec- 
tos fundamentales. Estos se resumen en la Figura 19-37, Durante la 
meiosis, un único ciclo de replicación del DNA es seguido por dos 
ciclos de división celular, llamados meiosis I y meiosis II (Fig. 19-38). 
La meiosis 11 se asemeja a la mitosis en que las cromátidas hermanas 
se segregan. Sin embargo, la meiosis 1 es muy diferente. Durante esta 
división, los cromosomas homólogos (los cromosomas heredados de 
la madre y el mismo cromosoma heredado del padre) se segregan. 
Esta segregación inusual requiere tres modificaciones específicas de la 
meiosis a la maquinaria de segregación de cromosomas. Á continua- 
ción analizaremos esto y explicaremos por qué son necesarias. 

El mecanismo de detección basado en la tensión, responsable de 
unir con precisión los cromosomas al huso durante la mitosis, tam- 
bién es responsable de segregar los cromosomas durante la meiosis 
1. Así, los cromosomas homólogos deben estar unidos de modo tal 
que pueda operar el mecanismo basado en la tensión de la unión 
precisa al huso. La recombinación homóloga entre los cromosomas 
homólogos crea estas uniones (véase la Fig. 19-38). Los mecanismos 
moleculares de recombinación homóloga se analizan en detalle en el 
Capítulo 4. Aquí restringiremos nuestro debate a la importancia de la 
recombinación homóloga para las divisiones meióticas exitosas. 

En la G, y en la profase de la meiosis I, las dos cromátidas herma- 
nas replicadas de cada cromosoma se asocian entre sí por complejos 
de cohesina a lo largo de toda la extensión de los brazos de los cro- 
mosomas, al igual que lo hacen después de la replicación del DNA 
en el ciclo celular mitótico (véase la Fig. 19-38). En la profase de la 
meiosis I, los cromosomas homólogos (es decir, el cromosoma ma- 
terno y paterno 1, el cromosoma materno y paterno 2, etc.) se apa- 
rean entre sí y sufren recombinación homóloga. Significativamente, 
al menos un evento de recombinación ocurre entre un cromosoma 
materno y uno paterno. El entrecruzamiento de cromátidas produ- 
cido por recombinación puede observarse al microscopio en la pri- 
mera profase meiótica y en la metafase, en estructuras denominadas 
quiasmas. Por el contrario, no hay apareamiento entre sais 
y la recombinación entre cromátidas 


con la recombinación homó- 
n entre sí en un proceso 


homólogos durante la mitosis, 
no hermanas es rara. Concomitante 
loga, los cromosomas homólogos se asocia O 
llamado sinapsis. En la mayoría de los organismos, esta sinapsis está 
mediada por un complejo proteináceo conocido como complejo si- 
Naptonémico (SC). Los cromosomas homólogos vinculados a través 
del quiasma son llamados bivalentes (véase la Fig. 19-38). Ahora el 
Quiasma proporciona resistencia a la fuerza de tracción ejercida por 
los microtúbulos sobre el huso de metafase | (Fig. 19-39). 

La recombinación entre cromátidas no hermanas que ocurre en 
la Profase de la meiosis | tiene al menos dos consecuencias funciona- 


les: en primer lugar, mantiene a los cromosomas homólogos juntos 
durante la metafase de la meiosis 1. En segundo lugar, contribuye 
a la diversidad genética entre los individuos de una especie, lo que 
asegura que haya nuevas combinaciones de genes alelos en diferen- 
tes individuos. (Nota: la diversidad genética surge primariamente de 
la combinación independiente de homólogos maternos y paternos 
durante las divisiones meióticas). Los homólogos conectados a tra- 
vés de al menos un quiasma que se formó durante la profase de la 
meiosis 1 ahora deben alinearse en el huso de la meiosis 1, de modo 
tal que los cromosomas maternos y paternos se segreguen durante la 
anafase de la meiosis [. Esto requiere que los cinetocoros de las cro- 
mátidas hermanas se unan a fibras del huso que emanen del mismo 
polo del huso y no de polos del huso opuestos, como ocurre en la 
mitosis (véase la Fig. 19-39). Se dice que las cromátidas hermanas es- 
tán co-orientadas. Sin embargo, los cinetocoros de los cromosomas 
maternos y paternos de cada unión bivalente a los microtúbulos del 
huso de polos del huso opuestos; ellos están biorientados. 

Finalmente, para facilitar dos fases de segregación consecutiva de 
los cromosomas, las cohesinas tienen que desaparecer de los cromo- 
somas de modo gradual. Recuerde que durante la mitosis todas las 
cohesinas se pierden al inicio de la anafase (Fig. 19-40a). Por el con- 
trario, durante la meiosis, las cohesinas se pierden de los brazos de 
los cromosomas hacia el final de la meiosis l, pero un grupo de cohe- 
sinas alrededor de los cinetocoros están protegidas de la eliminación 
(Fig. 19-40b). Este conjunto de cohesinas permanece durante toda la 
meiosis I, pero es eliminado al inicio de la anafase 11. Como veremos 
luego, la pérdida de las cohesinas desde los brazos de los cromosomas 
es necesaria para que los cromosomas homólogos se segreguen unos 
de otros durante la meiosis l. 

Los mecanismos que remueven las cohesinas durante la meiosis 
son los mismos que durante la mitosis. La degradación de la securina 
libera la separasa, que luego escinde las cohesinas que mantienen los 
brazos de los cromosomas juntos. Esto permite que los cromosomas 
recombinados materno y paterno se separen, pero cada par de cro- 
mátidas permanece asociada en el centrosoma. Durante la metafase 
Il, las cromátidas hermanas se alinean sobre el huso de metafase Il, 
y la separasa se activa nuevamente y escinde la cohesina residual que 
se encuentra alrededor de los centrosomas, con lo cual se facilita la 
anafase II (véase la Fig. 19-40b). 


La recombinación y una subunidad de cohesina 
específica de la meiosis son necesarias para la 
segregación especializada de cromosomas en la 
meiosis | 


Como se analizó previamente, en la metafase de la meiosis | ambas 
cromátidas hermanas en un cromosoma (replicado) se asocian con 
los microtúbulos que surgen del mismo polo del huso en lugar de ha- 
cerlo con las que surgen de polos opuestos, como ocurre en la mitosis 
(véase la Fig. 19-39). Dos enlaces físicos entre cromosomas homó- 
logos resisten la fuerza de tracción en el huso hasta la anafase: (a) el 
entrecruzamiento entre las cromátidas, una de cada par de cromo- 
somas homólogos, y (b) las cohesinas distales al punto de entrecru- 
zamiento (véase la Fig. 19-40b, arriba). La evidencia para la función 
de la recombinación durante la meiosis proviene de la observación 
de que cuando la recombinación está bloqueada por mutaciones en 
proteínas esenciales para el proceso, los cromosomas se segregan al 
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4) ANIMACIÓN FOCALIZADA: Meiosis 


FIGURA 19-38 Melosis. Las células premeióticas 


Homólogo 
tienen dos copias de cada cromosoma (2n), una Ñ paterno 
derivada del padre y otra de la madre. Por simplicidad, Célula _ 
los homólogos materno y paterno de un solo premeiútica Homólogo 
cromosoma aparecen en el diagrama. Paso ME todos (an) materno 
los cromosomas se replican durante la fase S antes de 
la primera división meiótica y dan un complemento 
cromosómico 4n. Los complejos de cohesina (que 
no se muestran) vinculan las cromátidas hermanas 
que componen cada cromosoma replicado a lo largo 
de su longitud completa. Paso Bl: a medida que los 
cromosomas se condensan durante la primera profase 
melótica, los homólogos replicados se aparean y sufren 
recombinación homóloga, lo que lleva al menos a un 
evento de entrecruzamiento. En la metafase que se 
muestra aquí, ambas cromátidas de un cromosoma se 
asocian con los microtúbulos que emanan de un polo 
del huso, pero cada miembro de un par de cromosomas 
homólogos se asocia con los microtúbulos que emanan 
de polos opuestos. Paso El: durante la anafase de 
la meiosis |, los cromosomas homólogos, cada uno 
formado por dos cromátidas, son traccionados a los 
polos opuestos del huso. Paso El la citocinesis da dos 
células hijas (ahora 2n) que ingresan a la meiosis || 
sin replicación del DNA. En la metafase de la meiosis 
Il que se muestra aquí, las cromátidas hermanas se 
asocian con microtúbulos del huso de polos opuestos 
del huso, como ocurre en la mitosis. Pasos Bl y 
: la segregación de las cromátidas hermanas a polos 
opuestos del huso durante la segunda anafase meiótica 
seguida de la citocinesis genera gametos haploides Anafase | 
(1n) que contienen una copia de cada cromosoma. Las 
fotomicrografías de la izquierda muestran la metafase 
| y la metafase ll en gametos en desarrollo de óvulos 
de Lilium (lirio). Los cromosomas están alineados en la 
placa metafásica. (Fotos cortesía de Ed REschke/Peter Arnold, Inc) 
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FIGURA 19-39 Quiasma y cohesinas distales a él vinculan cromosomas 
homólogos en metafase de meiosis l. Las conexiones entre los 
cromosomas durante melosis | se ven con más facilidad en los organismos 
con centrómeros acrocéntricos como el saltamontes. Los cinetocoros en 

los centrómeros de las cromátidas hermanas se unen a los microtúbulos 

del huso, que emanan del mismo polo del huso, con los cinetocoros de 

los cromosomas materno (rojo) y paterno (azul) unidos a los microtúbulos 
del huso de polos opuestos de este. Los cromosomas maternos y paternos 
están unidos en el quiasma, formado por recombinación y cohesión entre 
los brazos de las cromátidas hermanas que persisten a través de metafase 

de meiosis |. Nótese que la eliminación de la cohesión entre los brazos de las 
cromátidas hermanas es todo lo que se requiere para que los cromosomas 


homólogos se separen en la anafase. (Adaptado de L. Y. Paliulis y R.B. Nicklas, 2000, J Cell 
5011501223) 


azar durante la meiosis 1; esto es, los cromosomas homólogos no ne- 
cesariamente se segregan a polos opuestos del huso. 

Al inicio de la anafase meiótica 1, las cohesinas entre los brazos 
de los cromosomas son escindidas por la separasa. Esta escisión es 
necesaria para que los cromosomas homólogos se segreguen. Si las 
cohesinas no se perdieran de los brazos de los cromosomas, las cro- 
mátidas hermanas recombinadas se romperían durante la anafase 1. 
El mantenimiento de la cohesión centromérica durante meiosis | es 
necesario para la segregación adecuada de las cromátidas hermanas 
durante meiosis II. 

Estudios hechos en muchos organismos han mostrado que una 
subunidad especial de las cohesinas, la Rec8, es necesaria para la 
Pérdida gradual de las cohesinas desde los cromosomas duran- 
te meiosis. Expresada solo durante meiosis, la Rec8 es homóloga 
A la Sccl, la subunidad de la cohesina que cierra el anillo de las 
Cohesinas en el complejo de esta proteína de las células en mito- 
sis. Experimentos de inmunolocalización revelaron que durante 
la anafase temprana de meiosis I, la Rec8 se pierde de los brazos 
cromosómicos pero se retiene en los centrómeros. Sin embargo, 
durante la anafase temprana de meiosis 1I, la Rec8 centromérica 
'S escindida por la separasa, de modo tal que las cromátidas her- 
Manas pueden segregarse, como lo hacen en mitosis (véase la Fig. 
19-40, abajo). En consecuencia, comprender la regulación de la 
CScisión del complejo Rec8-cohesina es central para entender la 
*gregación cromosómica en la meiosis l. 
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FIGURA 19-40 Función de la cohesina durante la mitosis y la meiosis. 
(a) Durante la mitosis, las cromátidas hermanas generadas por la replicación 
de DNA en la fase S están inicialmente vinculadas por complejos de cohesina 
a lo largo de la longitud de las cromátidas. Durante la condensación de los 
cromosomas, los complejos de cohesina (amarillo) quedan restringidos a la 
región del centrómero en metafase. Mei-5332/S5g01 (púrpura) recluta PP2A 

a los centrómeros, donde antagonizan la cinasa Polo y la Aurora B y evitan 

la disociación de las cohesinas desde la región centromérica. La disociación 
de Mei-5332/5g01 desde los centrómeros y la activación de la separasa 
conducen a la eliminación de las cohesinas en el centrómero. Las cromátidas 
herrnanas ahora se separan, lo que marca el inicio de la anafase. (b) En la 
profase de la meiosis l, las cromátidas materna y paterna establecen vínculos 
entre si por recombinación homóloga. Hacia la metafase 1, las cromátidas de 
cada cromosoma replicado se entrecruzan por complejos de cohesina a lo 
largo de su extensión completa. La Rec8, un homólogo específico de meiosis 
de la Scc1, se escinde a lo largo de los brazos de los cromosomas pero no 
alrededor del centrómero, lo cual permite que los pares de cromosomas 
homólogos se segreguen a las células hijas. La Rec8 centromérica está 
protegida de escisión por la PP2A reclutada a las regiones centroméri 
por el regulador de la PP2A Mei-5332/5g01 (que se muestra en púrpura). 
Hacia metafase Il, el complejo Mei-53 32/5901-PP2A se disocia desde los 
cromosomas. Las cohesinas ahora pueden escindirse durante | 
permitir así que las cromátidas hermanas se segreque 
2001, Curr Opin Cell Bio! 13.754) 


Cas 


a meiosis ll y 


MN. (Modificado de Uhlmann, 


El mecanismo que protege la Rec8 de la escisión en los centró- 


meros durante meiosis 1 es semejante al Mecanismo que protege 


la Sccl en los centrómeros durante mitosis. Recuerde que durante 


la profase mitótica las proteincinasas, entre las cuales resulta clave 


la Polo cinasa, fosforilan las cohesinas de los brazos de las cromáti- 


das, hacen que se disocien y eliminan la cohesión en los brazos de las 


cromátidas hacia la metafase. Sin embargo, la cohesión en los centró- 


meros se mantiene por una isoforma específica de la proteinfosfatasa 
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La PP2A mantiene a la cohesina en estado fosforilado que no se di- 
socia de la cromatina (véase la big. 19-404). Durante la metafase ll, 
la Mei-S332/Sgo1 se disocia de los cromosomas. Además, cuando el 
último cinetocoro se asocia adecuadamente con los microtúbulos del 
huso, la Cdc20 se desreprime y se asocia con la CPA/C, lo que provoca 
la ubicuitinación de la securina. Esto libera la actividad de la separasa, 
que escinde la Sccl, se fosforile o no, elimina así la cohesión en el 
centrómero y permite la separación de las cromátidas en la anafase 
(véase la lg. 19-404). 

La eliminación de la cohesina difiere de meiosis | porque cuando 
la Rec8 reemplaza a Sccl en el complejo de la cohesina, este no se di- 
socia en la profase cuando se fosforila. El complejo de cohesina meió- 
tica solo puede ser retirado de la cromatina por acción de la separasa. 
El Rec8 también difiere de la Sccl en que debe fosforilarse, por acción 
de varias proteincinasas, para ser escindido por la separasa. Durante 
la meiosis 1, la isoforma de la PP2A, específica del centrómero, dirigi- 
da a la cromatina centromérica por la Mei-S332/Shugoshina, evita su 
fosforilación. El factor de direccionamiento PP2A y el PP2A luego se 


disocian de los cromosomas hacia la metafase 11, lo cual permite que 
la separasa se escinda de Rec8. 


La co-orientación de los cinetocoros hermanos es 


crítica para la segregación de los cromosomas en la 
meiosis | 


Como analizamos previamente en mitosis y meiosis 11, los cinetoco- 
ros hermanos se unen a los microtúbulos del huso que emanan de 
polos del huso opuestos; se dice que los cinetocoros están biorienta- 
dos. Esto es esencial para la segregación de las cromátidas hermanas 
a diferentes células hijas. Por el contrario, en la metafase de meiosis l, 
los cinetocoros hermanos se unen a microtúbulos del huso que ema- 
nan del mismo polo del huso; se dice que los cinetocoros hermanos 
están co-orientados (véase la Fig. 19-39). Obviamente, la unión de los 
cinetocoros hermanos a los microtúbulos adecuados en meiosis 1 y II 
es crítica para la segregación meiótica correcta de los cromosomas. 

Las proteínas necesarias para la co-orientación de los cinetocoros 
hermanos en meiosis 1 fueron descritas inicialmente para $. cerevi- 
siae. Sabemos ahora que un complejo conocido como complejo de la 
monopolina se asocia con los cinetocoros durante meiosis 1 y vincula 
a los cinetocoros hermanos para favorecer la unión a los microtúbu- 
los que emanan del mismo polo del huso. En organismos en los cuales 
los cinetocoros se unen a múltiples microtúbulos, las cohesinas que 
contienen Rec8 son esenciales para la co-orientación de los cineto- 
coros hermanos. Estas cohesinas específicas de meiosis imponen una 
estructura de cinetocoro rígida, que restringe el movimiento de los 
cinetocoros hermanos y favorece, por lo tanto, la unión a los micro- 
túbulos provenientes del mismo polo del huso. 

Al igual que ocurre con mitosis y meiosis 11, la adecuada unión a 
los cromosomas en meiosis | está mediada por un mecanismo que se 
basa en la tensión. Durante la metafase I meiótica, los microtúbulos 
asociados al cinetocoro también se encuentran en tensión (aunque 
los cinetocoros co-orientados de cromátidas hermanas se unan a los 
microtúbulos que provienen del mismo polo del huso) porque los 
quiasmas generados por recombinación entre cromosomas homólo- 
gos y las cohesinas distales al quiasma evitan que sean traccionados 


918 


CAPÍTULO 19 + El ciclo celular de las células eucariontes 


19.39). Dado que las uniones cine 


toc 
a ) 
a | Ig. 1 To 


a los polos (vease | 
son inestables en 


; 4 Auror 
diada por la / icrotúbulos incorrec 
s liberan los microtúbulos incorrectos y les 


otúbulos nuevamente hasta que se former 


ausencia de tensión debido a la lis 
microtúbulo a B), los cinetocoros que se Une, 
forilación me 

, có 
las fibras del huso erróne 


permiten unirse a los MICT 


¡ - que generen tensió 
uniones que generen le.> ; 
a unión 


n. Como en la mitosis, Una vez que se ha 


ay e la microtúbulos a los Cinetocoros se 
ner: -nsiÓN, 
gl nerado te 


estabiliza. 


La replicación del DNA se inhibe entre las dos 


divisiones meióticas 


El mecanismo por el cual la replicación del DNA se suprime entre la 


meiosis 1 y II es en la actualidad un área de investigación activa, pero 
' ambio en la regulación de la actividad de las CDKk 
es al menos responsable parcialmente de esta supresión, Las Mismas 
CDK de la fase S que promueven la replicación nel DNA previa a la 
mitosis se requieren para la replicación Pa ue DNA. Las 
mismas CDK mitóticas que promueven la mitosis también promue- 
ven las divisiones meióticas, excepto que ahora llamamos a las CDKk 
mitóticas CDK meióticas, dado que promueven las divisiones meió- 
ticas y no la mitosis. 

Entonces, ¿de qué manera se evita la replicación del DNA entre 
las dos divisiones meióticas? Después de la anafase de meiosis l, la 
actividad CDK meiótica no cae tan bajo como lo hace después de 
anafase mitótica. Se piensa que esta caída parcial en la actividad de 
las CDK es suficiente para promover el desensamblaje del huso de 
la meiosis Í, pero insuficiente para promover la carga de la helica- 
sa MCM (recuerde el estado de ninguna o baja actividad de CDK 
necesario para cargar las helicasas MCM). Durante la profase de 
meiosis II, la actividad de las CDK meióticas se eleva nuevamente y 
se forma el huso de meiosis II. Después de que todos los cinetocoros 
hermanos se han unido a los microtúbulos de polos opuestos del 
huso, se activa la separasa y las células proceden a través de anafase, 


telofase y citocinesis de meiosis 11 para generar las células germina- 
les haploides. 
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* Durante la 
profase d Po, 
recombinación. A] O L los cromosomas homólogos sufren 
OS UN evento de recombinación ocurre entre 


las cromátidas de los cromosomas homólogos, y vincula a los cro- 
mosomas homólogos. 


+ Las cohesinas distales al quiasma son responsables de mantener a 
los cromosomas homólogos juntos durante la profase y metafase de 


meiosis Í. 


« Al inicio de la anafase de meiosis l, las cohesinas de los brazos de 

los cromosomas se fosforilan y, como resultado, son escindidas por 

la separasa, pero las cohesinas en la región del centrómero están pro- 
regidas de la fosforilación y la escisión. Esta protección es llevada a 
cabo por una subunidad de la cohesina específica de meiosis y una 
proteinfosfatasa que se asocia con los centrómeros. Como resultado, 
las cromátidas de los cromosomas homólogos permanecen asociadas 
durante la segregación en meiosis l. 


+ La escisión de las cohesinas centroméricas durante la anafase de 
meiosis 11 permite que las cromátidas individuales se segreguen en las 


células germinales. 


* Un complejo de proteínas del cinetocoro específicas de la meiosis, 
conocido como complejo monopolina, promueve la co-orientación 
de las cromátidas hermanas durante la meiosis 1. Ambas cromátidas 
hermanas se unen a los microtúbulos que emanan del mismo polo 


del huso. 


* La inactivación incompleta de las CDK entre las dos divisiones 
meióticas inhibe la replicación del DNA. 


Perspectivas para el futuro 


El notable ritmo de investigaciones sobre el ciclo celular durante los 
pasados 25 años ha conducido a un modelo detallado del control 
del ciclo celular eucarionte. Estos controles moleculares tienen una 
bella lógica subyacente. Cada evento regulador tiene dos funciones 
importantes: activar un paso del ciclo celular siguiente y preparar a 
la célula para el próximo evento del ciclo. Esta estrategia asegura que 
las fases del ciclo ocurran en el orden adecuado. 

Aunque la lógica general de la regulación del ciclo celular parece 
ahora bien establecida, quedan muchos detalles críticos por ser des- 
manera el crecimiento y la división 
modo el estado metabólico de 
ar son aspectos que todavía 


cubiertos. Por ejemplo, de qué 
celulares están coordinados y de qué 
una célula se alimenta en su ciclo celul 
deben ser dilucidados. Se ha identificado un número de nutrien- 
tes clave y de vías para detectar factores de crecimiento tales como 
AMPK, Ras y TOR, y su operación interna ha sido revelada recien- 
temente. La comprensión de cómo impactan en la maquinaria eN 
ciclo celular será una pregunta clave para ser respondida en los años 
venideros. Recientemente se ha hecho un progreso sustancial en la 
identificación de los sustratos fosforilados por diferentes CDK, pero 
Queda mucho trabajo pendiente por hacer respecto del modo en que 
la modificación de estas proteínas conduce a los múltiples eventos 
que desencadenan estas CDK. 
Recientemente se ha descubierto mucho acerca de la operación 
de las vías del punto de control del ciclo celular, pero se comprende 


poco acerca de los mecanismos que activan ATM y ATR en los pun- 
tos de control del daño al DNA. De modo similar, aún resta mucho 
por aprender acerca del control y los mecanismos de regulación de 
Mad2 en los puntos del control del ensamblaje del huso. Quedan 
muchas preguntas acerca de cómo están determinados el plano de 
la citocinesis y la localización de los cromosomas hijos en las células 
que se dividen simétrica y asimétricamente, como se ve con frecuen- 
cia como parte del desarrollo de tejidos complejos y estructuras de 
órganos. También es área de intensa investigación el modo en que la 
maquinaria del ciclo celular está modulada por claves del desarrollo 
para llevar a cabo divisiones especializadas. 

La comprensión de estos aspectos detallados del control del ciclo 
celular tendrá consecuencias significativas, en particular para el tra- 
tamiento de cánceres. Con frecuencia, las células cancerosas tienen 
defectos en los puntos del control del ciclo celular que conducen a 
la acumulación de múltiples mutaciones y reordenaciones del DNA 
que resultan en el fenotipo del cáncer. Sin embargo, la ausencia de 
estos puntos de control puede hacer tipos específicos de cáncer, en 
particular vulnerables para el daño extensivo al DNA inducido con 
la terapia radiante o la quimioterapia. Las células normales activan 
puntos del control del ciclo celular que lo detienen hasta que se re- 
pare el daño al DNA. Pero estas células cancerosas no los tienen y, en 
consecuencia, sufren daño genético suficiente como para inducir la 
apoptosis. Si se comprendiese más acerca de los controles del ciclo 
celular y las vías del punto de control, sería posible diseñar incluso 
estrategias terapéuticas más efectivas, en especial contra los tipos de 
cánceres que son en gran medida resistentes a las terapias conven- 
cionales actuales. Parece muy probable que una mejor comprensión 
de los procesos celulares implicados permitiría diseñar tratamientos 
más efectivos en el futuro. 
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Perspectivas para el futuro 


Revisión de los conceptos 


1. ¿Qué Mecanismos celulares 
celular sea unidireccional e ir 
subyace a estos mecanismos? 


aseguran que el paso a través del ciclo 
reversible? ¿Qué maquinaria molecular 


2. ¿Qué tipos de estrategias experiment 
para estudiar el avance del ciclo celular? 
difieren sobre la base de los enfoques g: 


ales emplean los investigadores 
¿De qué manera estas estrategias 
enéticos versus los bioquímicos? 
3. Tim Hunt compartió el Nobel de Fisiologí 
Jo sobre el descubrimiento y caracterización de las proteínas ciclinas en 


óvulos y embriones. Describa los pasos experimentale 
al descubrimiento de las ciclinas. 


a o Medicina por su traba- 


s que lo llevaron 


4. ¿Qué evidencia experimental indica 
que una célula entre en mitosis? 
debe ser destruida para que una 


que la ciclina B es necesaria para 
¿Qué evidencia indica que la ciclina B 
célula salga de mitosis? 


5. ¿Qué diferencias fisiológicas entre $. pombe y S. cerevisiac las hacen 
herramientas útiles y complementarias para el estudio de los mecanis- 


mos moleculares implicados en la regulación y control del ciclo celular? 


6. En Xenopus, uno de los sustratos de las CDK mitóticas es la fosfat 
Cdc25. Cuando es fosforilada por las CDK mitóticas, la Cdc25 se activa. 
¿Cuál es el sustrato de la Cdc25? ¿De qué manera esta información ayu- 


da a explicar el rápido incremento en la actividad de la CDK mitótica 
cuando las células entran en mitosis? 


asa 


7. Explique de qué manera la actividad de las CDK es modulad 


a por las 
siguientes proteínas: (a) ciclina, (b) CAK, (c) Weel, (d) p21. 


8. Explique el papel de los inhibidores de CDK. Si los complejos cicli- 
na-CDK son necesarios para permitir el avance regulado a través del 


ciclo celular eucarionte, ¿cuál sería la base fisiológica racional para los 
inhibidores CDK? 


9. ¿Cuál es la definición funcional de START? Típicamente, las células 
cancerosas pierden el control START. Explique de qué manera las si- 
guientes mutaciones, que se encuentran en algunas células cancerosas, 
llevan a la evitación de los controles START: (a) la sobreexpresión de la 
ciclina D, (b) la pérdida de la función Rb, (c) la pérdida de la función 
p16, (d) la E2F hiperactiva. 


10. La proteína Rb ha sido llamada el “freno maestro” del ciclo celular. 
Describa de qué manera la proteína Rb actúa como un freno del ciclo 
celular. ¿De qué manera este freno se libera en la fase G, media a tardía 
para permitir que la célula avance a la fase S? 


11. Una característica común de la regulación del ciclo celular es que 
los eventos de una fase aseguran el avance a la fase siguiente. En S. ce- 
revisiae, las CDK de G, y fase G,/ S promueven el ingreso a la fase S. 
Nombre dos maneras en las cuales promueven la activación en la fase S. 


12, Para que la fase S se complete en tiempo adecuado, la replicación 
del DNA se inicia desde múltiples orígenes en los eucariontes. En S. 
cerevisiae, ¿qué papel juegan las CDK y los complejos DDK de la fase S 


para asegurar que el genoma completo se replique una vez y solo una 
vez por cada ciclo celular? 


13. En 2001, el Nobel en Fisiología o Medicina fue entregado a tres 
científicos dedicados al ciclo celular. Paul Nurse fue galardonado por 
sus estudios sobre la fisión de la levadura S. pombe, en particular por el 
descubrimiento y caracterización del gen wee]*. ¿Qué nos dice la carac- 
terización del gen weel* acerca del control del ciclo celular? 
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Ñ j , nn. S si los cinetocoros ha 
14. Describa de qué manera las células saben RN Coros herma. 
nos están adecuadamente unidos al huso mitótico. 


la CPA/C 
15. Describa la serie de eventos mediante los cuales la CPA/C ProMuev. 
la separación de las cromátidas hermanas en anafase. 


16. La meiosis y mitosis son procesos globalmente análogos, que impli 
can a muchas de las mismas proteínas. Sin embargo, algunas Proteínas 
funcionan de modo único en cada uno de estos eventos de la división 
celular. Explique las funciones específicas de meiosis de las Siguientes: 
(a) Ime2, (b) Rec8, (c) monopolina. 


17. Leland Hartwell, el tercer galardonado con el Nobel en Fisiología 
o Medicina en 2001, fue distinguido por su caracterización de las vías 
del punto de control del ciclo celular en la levadura en gemación S, 
cerevisiae. ¿Qué es la vía del punto de control del ciclo celular? ¿Cuándo 
funcionan las vías del punto de control del ciclo celular? ¿De Qué ma- 
nera las vías del punto de control del ciclo celular ayudan a preservar 
el genoma? 


18. ¿Qué papel juegan los supresores tumorales, incluyendo el p53, en 


la mediación de la detención del ciclo celular en las células con daño 
al DNA? 


19. Los individuos con la enfermedad hereditaria ataxia telangiectasia 
sufren neurodegeneración, inmunodeficiencia e incidencia aumentada 
de cáncer. La base genética de la ataxia telangiectasia es una mutación 
con pérdida de la función en el gen ATM (ATM 5; del inglés: ataxia 
telangiectasia mutated o mutado para ataxia telangiectasia). Además 
de p53, ¿qué otro sustrato es fosforilado por ATM? ¿De qué manera la 


fosforilación de este sustrato llevó a la inactivación de las CDK para 
forzar la detención del ciclo celular? 


Análisis de los datos 


1. Se han caracterizado muchas de | 


as proteínas que regulan el tránsi- 
to a través del ciclo celular. L 


a Xnf7, identificada en extracto de hue- 
vos de Xenopus, se une al complejo promotor de la anafase/ciclosoma 
(CPA/C). Para comprender la función de esta proteína, se han llevado 
a cabo estudios en los cuales Xnf7 ha sido eliminada de los extractos 
empleando un anticuerpo generado contra ella, o bien ha sido incre- 
mentada en los extractos a través de la adición de Xnf7 adicional. Las 
consecuencias sobre el tránsito a través de la mitosis fueron analizadas 
luego (véase J. B. Casaletto y cols., 2005, J. Cell Biol. 169:61-71). 


a. Extractos de huevos de Xe 
o bien vaciados de Xnf7 o bien s 


metidos al mismo tratamiento q 
anticuerpo 


"Opus, detenidos en metafase, fueron 
imuladamente vaciados (es decir, so- 
ue er 
anti-Xnf7) y luego libera 
por la adición de Ca?" 


1 la primera muestra pero sin el 
dos de la detención en metafase 


- Luego, se tomaron alícuotas del extracto a dife- 


rentes tiempos después de añadir € 
de ciclina mitótic 


Tiempo (min) 0 5 


10.158 20 30 40 60 
Vaciada (Simulacro) o 


Vaciada de Xnf7 ema 


b. En estudios adicionales, se añadió Xnf7 exógena a los extractos 
de huevos de Xenopus detenidos en anafase, de modo que la cantidad 
total de esta proteína en los extractos fuera más alta que lo normal. 
Los extractos, liberados de la detención por la adición del Ca”, luego 
fueron evaluados en distintos momentos después de la liberación de 
la ubicuitinación de la ciclina mitótica (conjugados ciclina-Ub). ¿Cuál 
es la base racional para examinar la ubicuitinación? Empleando la Si- 
guiente figura, determine qué información añaden estos estudios m 


ás 
allá de la obtenida de la parte (a). 
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c. La vía del punto de control del huso evita que las células con 
cinetocoros no unidos avancen a la anafase. Así, las células en las cua- 
les este punto de control ha sido activado no entran en la anafase y 
no degradan la ciclina mitótica. El nocodazol, un fármaco que evita el 
ensamblaje de los microtúbulos, puede ser usado para activar el pun- 
to de control del huso. Las células con nocodazol se detienen a inicios 
de la mitosis porque no pueden formar el huso, y así todos los cineto- 
coros permanecen sin unirse. Para determinar si la Xnf7 es necesaria 
para un punto del control del huso funcional, extractos de huevos de 
Xenopus, detenidos en metafase, fueron sometidos a varios protoco- 
los (véase la figura siguiente): no tratados (sin nocodazol) o tratados 
con nocodazol y con simulacro de vaciamiento (preinmunizados) o 
inmunovaciados de Xnf7 (con anti-Xnf7). Los extractos fueron luego 
tratados con Ca?* para superar la detención, y se evaluaron alícuotas 
de los extractos en diferentes momentos para detectar ciclina mitó- 
tica, como se muestra en el Western blot que aparece debajo. ¿Qué 
puede concluir acerca de la Xnf7 a partir de estos datos? 
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2. En este capítulo, hemos analizado que las ciclinas son un com- 
ponente necesario de los complejos ciclina-CDK para el avance regu- 
lado a través del ciclo celular eucarionte. La mayoría de las ciclinas son 
sintetizadas progresivamente y luego degradadas sistemáticamente en 
forma temporal en diferentes puntos del ciclo celular. Como hemos 
analizado en el Capítulo 7, la expresión de las proteínas celulares puede 
Cstar regulada en diferentes puntos, comenzando con el inicio de la 


transcripción de los genes. 


UREA PS <<icino 8 


a. ¿Qué tipo de ensayos podrían emplearse para determinar si la 
expresión de la ciclina B está regulada en el nivel de la transcripción o 
de la traducción, si fuese en alguno de ellos? 

b. Sobre la base de lo que ha aprendido en el Capitulo 19, ¿es 
posible que la actividad de la ciclina B estuviese regulada a nivel pos- 
traduccional? Describa un mecanismo celular a través del cual podría 
ocurrir esto. 

c. ¿Cómo podría ser posible para la expresión o la actividad de la ci- 
clina B que ocurriera una regulación parcial por eventos en el ambiente 
externo de la célula? 
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giología celular emergente del mar: el 
descubrimiento de las ciclinas 


- vans et al, 1983, Cell 33:391 


esde las primeras divisiones celulares 

después de la fecundación hasta las di- 
visiones aberrantes que ocurren en los cán- 
ceres, los biólogos han estado interesados 
durante mucho tiempo en el modo en que las 
células controlan la forma en que se dividen. 
Los procesos de la división celular han sido 
separados en etapas conocidas colectivamen- 
te como ciclo celular. Mientras estudiaban el 
desarrollo inicial de los invertebrados mari- 
nos a inicio de 1980, Joan Ruderman y Tim 
Hunt descubrieron las ciclinas, reguladores 
claves del ciclo celular. 


Antecedentes 


La pregunta acerca de cómo se desarrolla un 
organismo a partir de un huevo fecundado 
continúa impulsando una gran cantidad de 
investigación científica. Mientras que tal 
investigación fue clásicamente la preocu- 
pación de los embriólogos, la comprensión 
en desarrollo de la expresión génica en la 
década de 1980 generó nuevos enfoques 
para responder esta pregunta. Uno de tales 
enfoques consistió en examinar el patrón de 
expresión génica tanto en el ovocito como 
en el huevo recién fertilizado. Ruderman y 
Hunt fueron algunos de los biólogos que 
tomaron este enfoque para estudiar el desa- 
rrollo temprano. 

Los biólogos habían caracterizado bien el 
desarrollo inicial de un número de sistemas 
invertebrados marinos. Sus huevos se fecun- 
dan externamente, permitiendo a los investi- 
gadores estudiar su desarrollo en una caja de 
plástico. Durante las etapas iniciales del de- 
sarrollo, las células embrionarias se dividen 
sincrónicamente, lo cual posibilita que una 
población entera de células sea estudiada en 
la misma etapa del ciclo celular. Los investiga- 
dores habían establecido que una gran parte 
del mRNA del huevo fecundado no se tradu- 
Cía. En la fecundación, este mRNA materno 
Se traducía rápidamente. Estudios previos 
habían demostrado que cuando los huevos 
fertilizados se tratan con fármacos que inhi- 
den la síntesis proteica la división celular no 


ocurría. Esto sugirió que el estallido inicial de 
síntesis proteica a partir del mRNA materno 
se requiere en las etapas más tempranas del 
desarrollo. Ruderman y Hunt, enseñando un 
curso de Fisiología en el laboratorio de Bio- 
logía Marina de Woods Hole, en Massachu- 
setts, iniciaron un conjunto de experimentos 
diseñados para poner en evidencia los genes 
expresados en este momento, como así el me- 
canismo por el cual se controlaba este estalli- 
do de síntesis proteica. 


El experimento 


En un proyecto en colaboración, Ruderman y 
Hunt buscaban la regulación de la expresión 
génica en el huevo fecundado de la almeja 
Spisula solidissima. Mientras que se sabía que 
la síntesis proteica global aumentaba rápi- 
damente en el momento de la fedundación, 
querían descubrir si las proteínas se expresa- 
ban en la etapa más temprana del desarrollo, 
el embrión de dos células, eran diferentes de 
las que se expresaban en el huevo no fecun- 
dado. Cuando los huevos o los embriones 
de la almeja de dos células se trataban con 
aminoácidos marcados radioactivamente, la 
célula captaba los aminoácidos que luego se 
incorporaban a las proteínas recién sinteti- 
zadas. Empleando esta técnica, Ruderman y 
Hunt siguieron el patrón de la síntesis pro- 
teica rompiendo las células, separando las 
proteínas empleando electroforesis en gel 
de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) y luego 
visualizando las proteínas marcadas radiac- 
tivamente por autorradiografía. Cuando 
compararon el patrón de síntesis proteica en 
el huevo con el del embrión de dos células, 
vieron que tres proteínas diferentes no se ex- 
presaban o lo hacían a niveles muy bajos en 
el huevo y en elevada cantidad en el embrión. 
En un estudio posterior, Ruderman examinó 
el patrón de expresión proteica en los ovoci- 
tos de la estrella de mar Asterias forbesi a me- 
dida que maduraban. Nuevamente observó la 
expresión aumentada de tres proteínas de ta- 
maño similar a las que ella y Hunt había visto 
en los embriones de la almeja. 


EXPERIMENTO CLÁSICO 19.1 


Poco después, en un tercer estudio, Hunt 
examinó los cambios en la expresión pro- 
teica durante la maduración y fecundación 
de los ovocitos del erizo de mar. En esta 
ocasión, llevó a cabo el experimento de un 
modo ligeramente distinto. En lugar de tra- 
tar los ovocitos y el embrión con aminoáci- 
dos radiactivamente marcados durante un 
período prefijado, marcó las células de modo 
continuo durante más de dos horas, sacan- 
do las muestras para su análisis a intervalos 
de 10 minutos. En esta ocasión, pudo hacer 
un seguimiento de los cambios en la expre- 
sión de las proteínas a lo largo de las etapas 
tempranas del desarrollo. Como había visto 
en otros organismos, el patrón de síntesis 
proteica se vio alterado cuando el ovocito 
del erizo de mar se fertilizaba. Tres proteínas 
—representadas por tres bandas prominentes 
en la autorradiografía— se expresaban en los 
embriones pero no en los ovocitos. Resultó 
interesante que la intensidad de una de estas 
bandas cambiaba en el tiempo: la banda era 
intensa en los puntos temporales iniciales, 
luego era escasamente visible después de 85 
minutos. Incrementaba en intensidad nueva- 
mente entre los 95 y 105 minutos. La intensi- 
dad de la banda, que representaba la cantidad 
de proteína en la célula, parecía oscilar con el 
tiempo (Fig. la). Esto sugería que la proteína 
había sido rápidamente degradada y luego 
vuelta a sintetizar. 

Dado que el marco temporal del experi- 
mento coincidió con las divisiones celulares 
iniciales del embrión, Hunt luego se preguntó 
si la síntesis y destrucción de la proteína se 
correlacionaba con el avance del ciclo celu- 
lar. Examinó una porción de las células des- 
de cada punto temporal bajo el microscopio, 
contando el número de células que se divi- 
dían en cada punto temporal en que habían 
sido tomadas las muestras para el análisis de 
proteínas. Luego, correlacionó la cantidad de 
proteína presente en la célula con la propor- 
ción de células que se dividían en cada punto 
temporal. Notó que el nivel de expresión de 
una de las proteínas era máximo antes de que 
la célula se dividiera y mínimo en el momen- 
to de la división temporal (Fig. 1b), lo cual 
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sugería una correlación con la etapa del ciclo 
celular. Cuando llevó a cabo el mismo experi- 
mento en la almeja, vio que ambas proteínas 
que él y Ruderman habían descrito previa- 
mente exhibían el mismo patrón de síntesis 
y destrucción. Hunt llamó a estas proteínas 
ciclinas para reflejar su expresión cambiante 
a través del ciclo celular. 


Análisis 
El descubrimiento de las ciclinas marcó una 
explosión investigadora en el ciclo celular. 


Se sabe ahora que estas proteínas regulan el 
ciclo celular al asociarse con cinasas depen- 


924 


dientes de las ciclinas, que a su vez regulan 
las actividades de una variedad de factores 
de transcripción y replicación, como así de 
otras proteínas implicadas en las alteraciones 
complejas en la arquitectura celular y la es- 
tructura de los cromosomas que ocurren du- 
rante la mitosis. En resumen, los complejos 
ciclinas-CDK dirigen y regulan la progresión 
a través del ciclo celular. Como ocurre con 
muchos reguladores clave de las funciones 
celulares, pronto se demostró que las ciclinas 
descubiertas en los erizos de mar y las almejas 
están conservadas en los eucariontes de las le- 
vaduras hasta los humanos. Desde la identifi- 
cación de las primeras ciclinas, los científicos 
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han identificado al menos otras 15 ciclinas 
que regulan todas las fases del ciclo celular. 
Además del interés básico en estas proteí- 
nas, el papel central de las ciclinas en la divi- 
sión celular las ha transformado en un pun- 
to focal en la investigación en el cáncer. Las 
ciclinas están implicadas en la regulación de 
varios genes que se sabe desempeñan papeles 
prominentes en el desarrollo de los tumores. 
Los científicos han demostrado que al menos 
una ciclina, la Dl, está sobreexpresada en un 
número de tumores. El papel de estas proteí- 
nas en la división celular normal y aberrante 


continúa siendo un área activa y excitante de 
investigación hoy en día. 


Microfotografía inmunofluorescente de una sección a través del Intestino 
delgado de un ratón en el cual las proteínas de adhesión Claudina-2 y 
Claudina-4 son tenidas de rojo y verde, respectivamente, y los núcleos de las 


células están tenidos de azul. Las claudinas son una familia de proteinas de 
adhesión de las uniones estrechas que también difieren en la permeabilidad 
selectiva de los poros a través de los cuales se mueven ¡ones y moléculas 
pequeñas entre las células de un epitelio. La Claudina-2 se expresa en las 
criptas (partes inferiores) del epitelio intestinal y se cree que está involucrada 
en el transporte de cationes como el calcio. La Claudina 4 se expresa solo en 
las vellosidades superiores/región de la superficie y se cree que actúa como 
una barrera para el transporte de cationes. (Imagen de Christoph Rahner, Yale School of 


Medicine, y J M. Anderson, University of North Carolina ) 


n el desarrollo de los organismos multicelulares complejos como 
plantas y animales, las células progenitoras se diferencian en dis- 
tintos “tipos” que tienen composiciones, estructura y funciones 
características. Las células de un tipo dado suelen agruparse y formar 
un tejido para llevar a cabo cooperativamente una función común: las 
contracciones musculares; el tejido nervioso conduce impulsos ner- 
viosos; el tejido del xilema en las plantas transporta agua. Diferentes 
tejidos pueden organizarse en un órgano, nuevamente para realizar una 
o más funciones específicas. Por ejemplo, los músculos, las válvulas y 
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los vasos sanguíneos de un corazón trabajan juntos para bombear san- 
gre. El funcionamiento coordinado de muchos tipos de células y tejidos 
permite a los organismos moverse, metabolizar, reproducirse y llevar a 
cabo otras actividades esenciales. En efecto, las morfologías complejas 
y diversas de las plantas y los animales son ejemplos de que el todo es 
mayor que la suma de las partes individuales, descritas de manera más 
técnica como las propiedades emergentes de un sistema complejo. 

Los vertebrados tienen cientos de tipos diferentes de células, in- 
cluyendo leucocitos (glóbulos blancos) y eritrocitos (glóbulos rojos), 
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FIGURA 20-1 Panorama general de las interacciones adhesivas entre 
célula y célula y entre célula y matriz. Dibujo de un corte esquemático 
de un tejido epitelial típico, como el de los intestinos. La superficie apical 
(superior) de estas tres células está empaquetada con microvellosidades 
digitiformes (KI) que se proyectan hacia el interior del lumen intestinal, y la 
superficie basal (inferior) (EJ) descansa sobre la matriz extracelular (MEC). La 
MEC asociada con las células epiteliales suele estar organizada en diversas 
capas interconectadas (p. ej. la lámina basal, fibras conectoras, tejido 
conectivo) en las cuales las macromoléculas grandes e interdigitantes de la 
MEC se unen unas con otras y con las células (EJ). Las moléculas de adhesión 
celular (CAM) se unen a las CAM de otras células, median adhesiones 

entre célula y célula (E), y los receptores de adhesión que se unen a varios 
componentes de la MEC median adhesiones entre célula y matriz 

(E) Ambos tipos de moléculas de adhesión a la superficie celular suelen ser 
proteínas integrales de membrana cuyos dominios citosólicos suelen unirse a 
múltiples proteínas adaptadoras. Estos adaptadores, directa O indirectamente, 


los fotorreceptores en la retina, los adipocitos que almacenan grasa, los 
fibroblastos en el tejido conectivo y cientos de diferentes subtipos de 


neuronas en el cerebro humano. Incluso los animales simples presen- 


tan una organización tisular compleja. La forma adulta del nematodo 


Caenorhabditis elegans contiene solo 959 células, a pesar de lo cual estas 


células se encuentran en 12 diferentes tipos generales de células y mu- 


chos subtipos distintos. Pese a sus formas y funciones diversas, todas las 


células animales pueden clasificarse como componentes de solo cinco 
e tejido: el tejido epitelial, el tejido conectivo, el tejido muscular, 
el tejido nervioso y la sangre. Los diversos tipos de células están orga- 
nizados en patrones precisos de asombrosa complejidad para generar 
diferentes tejidos y órganos. Los costos de tal complejidad incluyen 
requerimientos crecientes de información, material, energía y tiempo 
durante el desarrollo de un organismo individual. Aunque los costos 
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conectan la CAM al citoesqueleto (hlamentos de actina O intermedios) y 

a las vías de señalización intracelular. Como consecuencia, la información 
puede ser transferida por las CAM y las macromoléculas a las cuales se 

unen desde el exterior de la célula al ambiente intracelular y viceversa. En 
ambos casos, se ensambla un agregado complejo de CAM, adaptadores y 
proteínas asociadas. Los agregados de CAM o de receptores de adhesión 
localizados especíicamente forman varios tipos de uniones celulares que 
cumplen funciones importantes en los tejidos de sostén juntos y facilitan la 
comunicación entre las células y sus ambientes. Las uniones estrechas (1) se 
encuentran justo por debajo de las microvellosidades, lo que evita la difusión 
de muchas sustancias a través de los espacios extracelulares entre las celulas 
Las uniones de hendidura (EA) permiten, a través de los canales conexon, el 
movimiento de moléculas pequeñas e ¡ones entre los citosoles de célula 
adyacentes. Los restantes tres tipos de uniones, las uniones de adherencia 
(EJ), los desmosomas puntuales (El) y los hemidesmosomas (EM), unen e 
citoesqueleto de una célula a otra o a la MEC. (Vease Y Vasioukhin and E Fuchs 001 Curr 
Opin. Cell Biol 13 76.) 


fisiológicos de los tejidos y órganos complejos son altos, confieren la 
capacidad de proliferar en una variedad de ambientes cambiantes (una 
ventaja evolutiva fundamental). 
Una de las características que definen a los animales con tejidos Y 
Órganos complejos como nosotros mismos es que las superficies Y 
ternas e internas de la mayoría de sus tejidos y órganos, y de hecho el 
exterior del organismo completo, están formadas a partir del empaque 
elena estrecho de las capas tipo láminas conocidas como epitelio. 
Fa ea: de un epitelio y su posterior modelación en conjunto 
Pa praia iS más complejos es una a | 
pea ed € 00 Las láminas de células ER 
Pal ss el as actúan como barreras de permea ar 
quimica sa lil pr la generación de compartim 1 
istintos en un organismo, como el estoM! 


goy la circulación sanguínea, Como resultado, las funciones distintivas 
y a veces Opuestas (p. e, digestión y síntesis) pueden ser procesadas 
de manera eficiente en forma simultánea dentro de un organismo. Tal 
compartimentalización también permite una regulación más sofistica- 
da de diversas funciones biológicas. De muchas maneras, las funciones 
de tejidos y Órganos complejos en un organismo son análogas a las de 
los orgánulos y membranas en células individuales. 

El ensamblaje de diferentes tejidos y sus organizaciones para for- 
mar Órganos están determinados por sus interacciones moleculares 
¿ nivel celular (Fig. 20-1) y no podrían ser posibles sin la expresión 
funcional, temporal y espacialmente regulada de una amplia variedad 
de moléculas adhesivas. Las células en los tejidos pueden adherirse 
directamente entre sí (adhesión célula y célula) a través de proteínas 
de membrana especializadas llamadas moléculas de adhesión celular 
(CAM) que suelen agruparse y formar uniones celulares especializadas. 
En la mosca de la fruta Drosophila melanogaster, se estima que al me- 
nos 500 genes (4% del total) están involucrados en la adhesión celular. 
Las células en los tejidos animales también se adhieren indirectamente 
(adhesión entre célula y matriz) a través de la unión de los receptores de 
adhesión en la membrana plasmática a los componentes de la matriz 
extracelular (MEC) circundante, una compleja red de proteínas y po- 
lisacáridos interdigitados secretada por las células a los espacios entre 
ellas. Algunos de los receptores de adhesión también pueden funcionar 
como CAM y mediar la interacción directa entre las células. 

Las adhesiones entre células y entre célula y matriz no solo permi- 
ten a las células agruparse y formar tejidos diferentes, sino que también 
proporcionan un medio para la transferencia bidireccional de informa- 
ción entre el exterior y el interior de las células. Como se verá, ambos 
tipos de adhesiones están intrínsecamente asociados con el citoesque- 
leto y las vías de señalización. Como resultado, el entorno de una célula 
influye en su forma y propiedades funcionales (efectos “de afuera hacia 
adentro”); de igual manera, la forma y la función celulares influyen en 
el entorno de la célula (efectos “de adentro hacia afuera”). Por ende, 
la conectividad y la comunicación están íntimamente ligadas a las pro- 
piedades de las células en los tejidos. Tal transferencia de información 
es importante para muchos procesos biológicos, que incluyen supervi- 
vencia celular, proliferación, diferenciación y migración. Por lo tanto, 
no es sorprendente que los defectos que interfieren en las interacciones 
adhesivas y el flujo asociado de información puedan causar o contri- 
buir a enfermedades que incluyen una amplia variedad de trastornos 
neuromusculares y esqueléticos y cáncer. 

En este capítulo, analizaremos varios tipos de moléculas de adhe- 
sión encontradas en las superficies de células y en la matriz extracelular 
circundante. Las interacciones entre estas moléculas permiten la or- 
ganización de las células en tejidos y tienen impactos profundos en el 
desarrollo, la función y la patología tisulares. Muchas moléculas de ad- 
hesión son miembros de familias o superfamilias de proteínas relativas. 
Mientras que cada molécula de adhesión individual lleva a cabo una 
función distinta, nos centraremos en las características comunes que 
comparten los miembros de algunas de estas familias para ilustrar los 
Principios generales que subyacen a sus estructuras y funciones. a 
do a la naturaleza particularmente bien comprendida de las moléculas 
de adhesión en los tejidos que forman el epitelio, como así también sus 
desarrollos evolutivos muy tempranos, inicialmente nos fijaremos en 
los tejidos epiteliales, como las paredes del tracto intestinal y aquellas 
Que forman la piel. Las células epiteliales normalmente son no móviles 
(sésiles); sin embargo, durante el desarrollo, la cicatrización de heri- 
das y ciertos estados patológicos (p- €j., cáncer), las células epiteliales 


“Y 


pueden transformarse en más móviles, Los cambios en la expresión 
y la función de las moléculas de adhesión lienen competencia en esta 
transformación, como lo hacen en los procesos biológicos normales 
que involucran el movimiento celular, como la migración de los glóbu- 
los blancos hacia los sitios de infección. Por ende, continuaremos con 
la descripción de los tejidos epiteliales con un análisis de adhesión en 
tejidos no epiteliales, en desarrollo y móviles. 

La evolución de las plantas y los animales divergió antes de que sur- 
gieran los organismos multicelulares, Por lo tanto, la multicelularidad 
y los medios moleculares para el ensamblaje de los tejidos y Órganos 
deben haber surgido independientemente de los linajes de animales y 
plantas. Así, no es sorprendente que los animales y las plantas exhiban 
muchas diferencias en la organización y el desarrollo de tejidos. Por 
esta razón, se considerará primero la organización de los tejidos en los 
animales y luego se tratará en forma separada la de las plantas. 


20.1 Adhesión entre células y entre célula 
y matriz: panorama general 


Existen muchos tipos diferentes de células en el cuerpo que interac- 
túan dinámicamente entre sí en una gran variedad de formas. Estas 
interacciones, logradas a través de las moléculas, deben estar precisa 
y cuidadosamente controladas en tiempo y espacio para determinar 
correctamente las estructuras y funciones de los tejidos en un or- 
ganismo complejo. Por ende, no es sorprendente que las moléculas 
de adhesión entre células y entre célula y matriz exhiban diversas 
estructuras y sus niveles de expresión varíen en diferentes células y 
tejidos. En consecuencia, ellas median tanto las interacciones muy 
específicas y distintivas entre células y entre célula y matriz que las 
mantienen juntas como también la comunicación esencial entre cé- 
lulas y sus ambientes. Comenzamos este panorama general con una 
orientación breve de los varios tipos de moléculas de adhesión pre- 
sentes en las células y dentro de la matriz extracelular, sus principales 
funciones en los organismos y sus orígenes evolutivos. En secciones 
subsiguientes, analizaremos en detalle las estructuras únicas y las 
propiedades de los diversos participantes en las interacciones entre 
células y entre célula y matriz. 


Las moléculas de adhesión celular se unen entre sí 
y a las proteínas intracelulares 


La adhesión entre célula y célula está mediada por proteínas de mem- 
brana llamadas moléculas de adhesión celular (CAM). La mayoría de 
las CAM se encuentran dentro de cuatro familias principales: las cad- 
herinas, la superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig), las integrinas y 
las selectinas. Como lo ilustran las estructuras esquemáticas en la Figu- 
ra 20-2, las CAM suelen ser mosaicos de múltiples dominios diferentes, 
muchos de los cuales pueden encontrarse en más de una clase de pro- 
teína. Alguno de estos dominios confiere la especificidad de unión que 
caracteriza a una proteína particular. Otras proteínas de membrana, 
cuyas estructuras no pertenecen a cualquiera de las principales clases 
de CAM, también participan en la adhesión entre célula y célula en 
varios tejidos. Como se verá más adelante, las integrinas pueden fun- 
cionar como CAM y como receptores de adhesión que se unen a los 
componentes de la MEC (descripción en la Fig. 20-2). Algunas CAM de 
la superfamilia de las Ig también pueden cumplir un papel dual. 
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FIGURA 20-2 Principales familias de moléculas de adhesión celular 
(CAM) y receptores de adhesión. Las cadherinas E diméricas <ueler 

formar puentes cruzados homáóflos (entre sí) con las cadherinas E de células 
adyacentes. Miembros de la CAM de la superfamilia de las inmunoalobulinas 
(Ig) pueden funcionar como receptores de adhesión o como CAM que forman 
ambos uniones homóflas (aquí mostradas) y uniones heterófilas (no entre 

sí). Las integrinas heterodiméricas (por ejemplo, cadenas uv y B3) funcionan 
como CAM o como receptores de adhesión (aquí mostradas) que se unen a 
proteínas multiadhesivas de la matriz muy grandes, como la fibronectina, de 


las cuales aquí solo se muestra una pequeña parte Las selectinas, mostradas 


Las CAM median, a través de sus dominios extracelulares, las inte- 
racciones adhesivas entre las células del mismo tipo (adhesión homo- 
típica) o entre células de tipos diferentes (adhesión heterotípica). Sobre 
una célula, una CAM puede unirse directamente a la misma clase de 
CAM sobre una célula adyacente (unión homofila) o a una clase dis- 
tinta de CAM (unión heterófila). Las CAM pueden distribuirse am- 
pliamente a lo largo de las regiones de las membranas plasmáticas que 
contactan otras células o agruparse en parches o puntos denominados 
uniones celulares. Las adhesiones entre célula y célula pueden ser es- 
trechas y de larga duración o relativamente débiles y transitorias. Por 
ejemplo, las asociaciones entre las células nerviosas en la médula espi- 
nal o las células metabólicas en el hígado exhiben adhesión fuerte. Por 
ejemplo, las células del sistema inmunitario en la sangre suelen exhibir 
solo interacciones débiles, de corta duración, que les permiten rodar a 
lo largo y pasar a través de la pared de un vaso sanguíneo en camino a 
combatir una infección dentro de un tejido. 

Los dominios de las CAM orientados al citosol reclutan grupos 
de proteínas adaptadoras multifuncionales (véase la Fig. 20-1). 
Estos adaptadores actúan como conectores que, directa o indirec- 
tamente, conectan las CAM con los elementos del citoesqueleto 
(véanse los Caps. 17 y 18); también pueden reclutar moléculas in- 
tracelulares que funcionan en las vías de señalización para controlar 
la expresión génica y la actividad de las CAM en sí misma o de otras 
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proteínas intracelulares (véanse los Caps. 15 y 16). En muchos casos, 
un agregado complejo de CAM, proteínas adaptadoras y otras pro- 
teínas asociadas se ensambla en la superficie interna de la membrana 
plasmática. Estos complejos funcionan en dos modos de comuni- 
cación, “de afuera hacia adentro” y “de adentro hacia afuera”, entre 
células y sus alrededores. 

La formación de muchas adhesiones entre células implica dos ti- 
pos de interacciones moleculares ( Fig. 20-3). Primero, los monómeros 
de CAM en una célula pueden unirse a la misma CAM o a distintas 
sobre una célula adyacente; estas interacciones se denominan interac- 
ciones intracelulares, adhesivas o trans. Segundo, las CAM monomé- 
ricas en una célula pueden reunirse en la membrana plasmática de la 
célula y formar heterodímeros u oligómeros a través de sus dominios 
extracelulares, los dominios citosólicos o ambos; estas interacciones se 


denominan interacciones intracelulares, laterales o cis. El agrupamiento 
de monómeros laterales en una célula 


: ; puede incrementar la probabi- 
lidad de interacciones trans de monó 
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FIGURA 20-3 Modelo para la generación de adhesiones entre célula 
y célula. Las interacciones laterales entre las moléculas de adhesión celular 
(CAM) dentro de la membrana plasmática de una célula pueden formar grupos 
de monómeros (arriba a la izquierda) o unir directamente dimeros y oligómeros 
más grandes (superior izquierda). Las partes de las moléculas que participan 
en estas interacciones cis varian entre las diferentes CAM Las subsecuentes 


ción de interacciones débiles monómero a monómero puede preceder 
al agrupamiento lateral que fortalece la adhesión. 

Las interacciones adhesivas entre las células varían considerable- 
mente, dependiendo del tejido y las CAM particulares que participan. 
Al igual que el Velcro”, pueden generarse adhesiones muy estrechas 
Cuando se combinan muchas interacciones débiles, y este es en espe- 
cial el caso cuando las CAM se concentran en zonas pequeñas, bien 
definidas, como las uniones celulares. Algunas CAM requieren iones 
calcio para formar adhesiones efectivas; otras, no. Además, la asocia- 
ción de las moléculas intracelulares con los dominios citosólicos de 
las CAM puede influir drásticamente las interacciones intermolecu- 
lares de las CAM al promover sus asociaciones Cis (agrupamiento) o 
al alterar sus conformaciones. Entre las muchas variables que deter- 
Minan la naturaleza de adhesión entre dos células, está la afinidad 
de unión de las moléculas interactuantes (propiedades termodinámi- 
538), las velocidades generales “encendido” y “apagado” de asociación 
Y disociación por cada molécula interactuante (propiedades cinéti- 
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interacciones trans entre dominios distales de las CAM sobre células 
adyacentes, interacciones trans de monómero a monómero (superior a la 
derecha) o interacciones trans de oligómero a oligómero (inferior a la derecha), 
generan una adhesión fuerte, similar al Velcro”, entre las células. (¿Adaptado de M 
5 Stemberg y PM. McNutt, 1999, Curr. Opin. Cell Biol 11554) 


cas), la distribución espacial o densidad de moléculas de adhesión 
(propiedades geométricas), los estados activo versus inactivo de las 
CAM respecto de la adhesión (propiedades bioquímicas) y las fuerzas 
externas, como el estiramiento o la tracción en el músculo o como el 
flujo laminar o turbulento de las células y líquidos que las rodean en 
el sistema circulatorio (propiedades mecánicas). 


La matriz extracelular participa en la adhesión, 
la señalización y otras funciones 


La matriz extracelular (MEC) es una combinación compleja de pro- 
teínas secretadas que está implicada en mantener juntas a las células 
y a los tejidos. La composición y las propiedades fisicas de la MEC, 
que pueden variar dependiendo del tipo de tejido, su localización y su 
estado fisiológico pueden detectarse mediante receptores de adhesión a 
células que luego instruyen a las células a comportarse adecuadamente 
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Cuadro 20-1 | Proteínas de la matriz extracelular 


ote - 
Proteoglucanos Perlecano 


Formación de lámina (p. ej., po IV) 


Colágenos 


Colágenos fibulares (p. ej., tipos l, Il y 111) 


Proteínas multiadhesivas de la Laminina 


matriz 
Fibronectina VOO 

Nidógeno/entactina DINA 
en respuesta al ambiente. Al igual que la expresión de moléculas de primaria de la MEC es la de literalmente mantener los tejidos juntos. 
adhesión en la superficie celular está fuertemente regulada, la composi- Las Figuras 20-5a y 20-5b, las cuales recrean el trabajo clásico de Wil- 
ción de la MEC está cuidadosamente controlada. son, muestran que cuando se disocian las células mecánicamente y se 
mezclan las células individuales de dos especies diferentes, las células de 

e la otra especie. 


Los componentes de la matriz extracelular forman una red me- 
diante la unión entre sí y la comunicación con células a través de la 
unión a receptores de adhesión sobre la superficic celular. Como una 
consecuencia de las interacciones de la MEC con los receptores sobre 
células adyacentes, la MEC media la adhesión indirecta de células. Los (a) Tejido conectivo 
componentes de la MEC incluyen proteoglucanos, un tipo único de 
glucoproteína (una proteína con azúcares unidos covalentemente); 
colágenos, proteínas que suelen formar fibras; proteínas de la matriz 
solubles, multiadhesivas; y otras (Cuadro 20-1). Las proteínas mul- 
tiadhesivas de la matriz, como la fibronectina y la laminina, son largas, 
flexibles y contienen múltiples dominios. Son responsables de la unión 
arios tipos de colágeno, otras proteínas de la matriz, polisacáridos, 


ptores de adhesión de la superficie celular y moléculas de señali- 
s importantes de 
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la matriz extracelular. A través de sus interacciones con receptores de 
adhesión, también regulan la adhesión célula-matriz y, por ende, la mi- 
gración y la forma celulares. 

Los volúmenes relativos de células y la matriz que las rodea va- 


rían enormemente entre los diferentes tipos de tejidos animales. Por 
n tejido conectivo es mayormente matriz, mientras que 


ejemplo, algú 
stos de células densa- 


muchos otros, como el epitelio, están compue 
mente empaquetadas con relativamente poca matriz (Fig. 


densidad de empaquetamiento de las moléculas dentro de la MEC en 
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FIGURA 20-4 Variación en la densidad relativa de células y MEC en A : 
diferentes tejidos. (a) Tejido conecto denso que contiene matriz de ” E * y — 
fibras de MEC densamente empaquetadas (rosa) intercaladas por hileras 2 
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MEC entre ellas (véase la Fig. 20- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 20-5 Las esponjas marinas separadas de 
forma mecánica vuelven a ensamblarse a través de la adhesión celular 
homotípica específica de especie. (a) Dos esponjas, Microciona prolifera 
(anaranjado) y Halichondria panicea (amarillo) creciendo en la naturaleza. 

(b) Después de la rotura mecánica y la mezcla de ambos tipos de esponjas 
mecánicas, se les permitió a las células individuales reasociarse durante -30 
minutos con agitación suave. Las células se agregan con adhesión homotípica 
específica de especie y forman microagrupamientos de las células Microciona 
prolifera (anaranjado) y células Halichondria panicea (amarillo). (c) y (d) Las 
esferas marcadas con fluorescencia roja y verde fueron cubiertas con el factor 


En parte, la especificidad se debe a las diferentes proteínas en la 
MEC que se unen a las células a través de sus receptores de superficie. 
Estas proteínas adhesivas se pueden purificar y usar para cubrir esferas 
coloreadas que, cuando son mezcladas, se agregan unas a otras con una 
especificidad similar a la de las células de esponja intacta (Fig. 20-5c, d). 

La MEC cumple una multitud de otras funciones además de fa- 
cilitar la adhesión celular. Diferentes combinaciones de componentes 
de la MEC adaptan la matriz extracelular a propósitos específicos en 
diversos sitios anatómicos: la fuerza en un tendón, diente o hueso; 
amortiguación en el cartílago; adhesión en la mayoría de los tejidos. 
La composición de la matriz también proporciona información po- 
ya que le permite saber dónde se encuen- 
ambios en los componentes de la MEC, 
remodelados, degradados y vueltos 
acciones de una célula con su 
n reservorio para muchas 
lan el crecimiento 


sicional para las células, 
tra y qué debe hacer. Los c 
que constantemente están siendo 
a sintetizar, pueden modular las inter 
ambiente. Además, la matriz sirve como u 
moléculas de señalización extracelular que contro 
y la diferenciación celular. También, la matriz proporciona un en- 
tramado a través o sobre el cual se mueven las células, en particular 
en las etapas tempranas del ensamblaje del tejido. La morfogénesis 
-etapa del desarrollo embrionario en la cual se forman los tejidos, 
los órganos y partes del cuerpo mediante movimientos celulares— es 
extremadamente dependiente de la adhesión entre célula y matriz, 
como así también entre célula y célula. Por ejemplo, las interacciones 
entre célula y matriz son necesarias para la ramificación de la morfo- 
génesis (formación de estructuras de ramificación) para formar vasos 
sanguíneos, los alvéolos en los pulmones, las glándulas mamarias y 
salivales, y otras estructuras (Fig. 20-6). 
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de agregación de proteoglucano (AF) a partir de la MEC de Microciona prolifera 
(MAF) o de Halichondria panicea (HAF). El panel (c) muestra que cuando 

las esferas de ambos colores se cubrieron solo con MAF, ellas se agruparon 
juntas y formaron agregados amarillos (combinación de rojo y verde). El 

panel (d) muestra que las esferas cubiertas con MAF (rojo) y HAF (verde) no 
forman rápidamente agregados mixtos, sino que se ensamblan y forman 
agrupamientos distintivos sostenidos por adhesión homotípica. (amplificación, 
x40). (Adaptado de X. Fernandez-Busquets y M. M. Burger, 2003, Cell Mol. Llfe Sci. 60:88-112, y J. Jarchow 
y M, M. Burger, 1998, Cell Adhes. Commun. 6:405-414) 


Las interrupciones en las interacciones entre célula y matriz y entre 
célula y célula pueden tener consecuencias devastadoras para el desa- 
rrollo tisular. La Figura 20-7 muestra los cambios drásticos en el siste- 
ma esquelético de ratones embrionarios cuando se inactivan los genes 
para dos moléculas clave de la MEC, el colágeno 1 o perlecano. Las in- 
terrupciones en la adhesión también son características de varias enfer- 
medades, como el cáncer metastásico, en el cual las células cancerosas 
dejan sus localizaciones normales y se diseminan por todo el cuerpo. 


FIGURA EXPERIMENTAL 20-6 Anticuerpos contra la fibronectina 
bloquean la morfogénesis ramificante en tejidos murinos en 
desarrollo. Glándulas salivales inmaduras fueron aisladas a partir de 
embriones murinos y se les permitió atravesar la morfogénesis ramificante 

in vitro durante 10 horas en ausencia (a) o en presencia (b) de un anticuerpo 
que se une y bloquea la actividad de la molécula de Abronectina en la 

MEC. Anticuerpos antifibronectina (Anti-FN) bloquearon la formación de 
ramificación (punta de flecha). La inhibición del receptor de adhesión de la 
fibronectina (una integrina) también bloquea la formación de ramificación (no 
se muestra). (Takayoshi y col, 2003, Nature 422:876-881,) 
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De tipo silvestre Deficiencia de colágeno Il Deficiencia de perlecano 


FIGURA EXPERIMENTAL 20-7 La inactivación de genes para algunas 
proteínas de la MEC da como resultado el desarrollo esquelético 
defectuoso en ratones. Estas fotografías muestran esqueletos de embriones 
murinos normales (izquierda), deficiente en colágeno Il (centro) o en perlecano 
(derecha) que fueron aislados y teñidos para visualizar el cartilago (azul) y hueso 
(rojo) La ausencia de estos componentes clave de la MEC produce enanismo, 
con muchos elementos esqueléticos acortados y desfgurados. (De E Gustafsson y 
cols, 2003, Ann. NY Acad. Sci 995:140-150) 


Aunque muchas CAM y receptores de adhesión fueron inicialmen- 
te identificados y caracterizados debido a sus propiedades de adhesión, 
también cumplen un papel importante en la señalización, usando 
muchas de las vías descritas en los Capítulos 15 y 16. La Figura 20-8 
ilustra cómo un receptor de adhesión, la integrina, interactúa física y 


adaptadores y cinasas de señalización con 
un amplio grupo de vías de señalización pig ce influencia 
la supervivencia de la célula, la aio adn a aa 
del citoesqueleto y la motilidad y la pralleación ce u sa A inversa, 
los cambios en las actividades de las vías de señalización dentro de las 
células pueden influir en las estructuras de las pci en la adhesión 
de los receptores y, por ende, modular sus capacidades para interac. 
tuar con otras células y con la MEC. De esta manera, la señalización de 
afuera hacia adentro y de adentro hacia fuera involucra Numerosas vías 


interconectadas. 


funcionalmente a través de 


La evolución de moléculas de adhesión 
multifacéticas tornó posible la evolución 


de diversos tejidos animales 


Las adhesiones entre célula y célula y entre célula y matriz son res- 


ponsables de la formación, la composición, la arquitectura y la fun- 
ción de los tejidos animales. No es sorprendente que algunas molécu- 
las de adhesión sean evolutivamente ancestrales y se encuentren entre 
la mayoría de las proteínas muy conservadas en los organismos mul- 
ticelulares. Las esponjas, la mayoría de los organismos multicelulares 
primitivos, expresan ciertas CAM y moléculas multiadhesivas de la 
MEC cuyas estructuras son sorprendentemente similares a las proteí- 
nas humanas correspondientes. La evolución de los organismos con 
tejidos y órganos complejos (metazoos) ha dependido de la evolución 
de diversas moléculas de adhesión con propiedades y funciones nue- 


MEC 


Integrina 
(receptor 
de adhesión) 


FIGURA 20-8 Vías de señalización mediadas 
por receptor de adhesión a integrina que 
controlan diversas funciones celulares. La 
unión de las integrinas a sus ligandos (señalización 
desde afuera hacia adentro) induce cambios de 
conformación en sus dominios citoplasmáticos y 
altera directa o indirectamente sus interacciones 
con proteínas citoplasmáticas. Estas incluyen 
proteínas adaptadoras (p. ej, talinas, kindelinas, 
paxilina, vinculina) y cinasas de señalización (cinasas 
de la familia src, cinasas de adhesión focal [FAK], 
cinasa de unión a integrina [ILK]) que transmiten 
señales a través de diversas vías de señalización y 
de este modo influyen en la proliferación celular, la 
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migración celular y la transcripción génica. En los 
recuadros verdes se muestran los componentes de 
diversas vías de señalización, algunas de los cuales 


Vías de 
señalización 
clásica 


están directamente asociadas con la membrana 
plasmática. Muchos de los componentes de las vías 
que aquí se muestran se comparten con otras vias 
de señalización activadas en la superficie celular 
(p. ej. receptor de tirosina-cimasa, mostrado a la 
derecha) y se analizan en los Capítulos 15 y 16. A 
su vez, las vías de señalización pueden, a través 

de proteínas adaptadoras, modificar la capacidad 
de las integrinas para unirse a sus ligandos 
extracelulares (señalización desde adentro hacia 
afuera). (Modificado de W. Guo y F G. Giancotti, 2004, Nar. Rev 
Mol Cell Biol. 5:816-826. y R.O Hynes, 2002, Cell 1106736) 
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vas, CUYOS niveles de expresión difieren en distintos tipos de células. 
Algunas CAM y los receptores de adhesión (p. ej., cadherinas, inte- 
-rinas y las CAM de la superfamilia de las inmunoglobulinas como 
la LICAM) y los componentes de la MEC (colágeno tipo l, laminina, 
nidógeno/entactina y proteoglucanos tipo perlecano) son altamente 
conservados debido a que cumplen funciones importantes en muchos 
organismos diferentes, mientras que otras moléculas de adhesión son 
menos conservadas. Por ejemplo, las moscas de la fruta no tienen 
ciertos tipos de colágeno o la proteína fibronectina de la MEC, que 
cumple funciones importantes en los mamíferos. Una característica 
común de las proteínas adhesivas es la repetición de los dominios que 
forman proteínas muy grandes. La longitud general de estas molécu- 
las, combinado con sus capacidades para unir numerosos ligandos a 
través de dominios funcionales distintos, probablemente cumple una 
unción en sus evoluciones. 

La diversidad de las moléculas adhesivas surge en gran parte a par- 
tir de dos fenómenos que pueden generar numerosas proteínas estre- 
chamente relacionadas, llamadas isoformas, que constituyen una fa- 
milia de proteínas. En algunos casos, los diferentes miembros de una 
familia de proteínas están codificadas por genes múltiples que surgen 
a partir de un ancestro común por duplicación génica y evolución di- 
vergente (véase el Cap. 6). En otros casos, un único gen produce un 
transcripto de RNA que puede sufrir corte y empalme alternativo para 
dar múltiples RNA, cada uno de los cuales codifica una isoforma de 
proteína diferente (véase el Cap. 8). Ambos fenómenos contribuyen a 
la diversidad de algunas familias de proteínas como las cadherinas. Las 
isoformas particulares de una proteína de adhesión suelen expresarse 
en algunos tipos de células y tejidos pero no en otros. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 20.1 


Adhesión entre células y entre célula y matriz: 
panorama general 


+ Las interacciones entre célula y célula y entre célula y matriz 
extracelular (MEC) son vitales para el ensamblaje de células en tejidos, 
ya que controlan la forma y la función celular y determinan el destino 
del desarrollo de las células y los tejidos. Las enfermedades pueden 
ser el resultado de anomalías en las estructuras O la expresión de las 


moléculas de adhesión. 


CAM) median las adhesiones 


» Las moléculas de adhesión celular ( 
), y los 


directas entre célula y célula (homotípicas y heterotípicas 


receptores de adhesión superficie celular median las adhesiones entre 
“Estas interacciones unen las células, 


célula y matriz (véase la Fig. 20-1 ) 
as células y sus 


forman tejidos y facilitan la comunicación entre | 
ambientes. 
de adhesión 


* Los dominios citosólicos de las CAM y los receptores 
n fibras del 


unen proteínas adaptadoras que median la interacción Co 
citoesqueleto y proteínas de señalización intracelular. 


* Las principales familias de CAM son las cadherinas, las selectinas, las 


CAM de la superfamilia de las Ig y las integrinas (véase la Fig. 20-2). 
Miembros de la integrina y la superfamilia de las CAM-Ig también 
funcionan como receptores de adhesión. 


* Las adhesiones estrechas entre célula y célula comprenden tanto 
la oligomerización cis (lateral O intracelular) de las CAM como las 


(intracelular) de CAM similares (homófilas) o diferentes 
20-3). La combinación de las interacciones cis y 
n entre las células similar al Velcro”. 


interacciones trans 
(heterófilas) (véase la Fig. 
trans produce una adhesió 


(MEC) es una red compleja de proteinas y 


« La matriz extracelular 
función de un tejido. 


polisacáridos que contribuyen a la estructura y 
La principal clase de moléculas de la MEC son los proteoglucanos, los 


colágenos y las proteínas multiadhesivas de la matriz (Aibronectina, 
laminina). 


as de adhesión con función y estructuras 


+ La evolución de las molécul 
ersas clases de 


especializadas les permite a las células ensamblarse en div 
tejidos con diferentes funciones. 


20.2 Uniones entre células y entre célula y MEC y 
sus moléculas de adhesión 


Las células en los tejidos epiteliales y no epiteliales utilizan muchas pero 
no todas las moléculas de adhesión célula y célula y entre célula y ma- 
triz. Debido a la organización relativamente simple del epitelio, como 
así también a su papel fundamental en la evolución y el desarrollo, co- 
menzaremos la descripción detallada del epitelio. En esta sección nos 
centraremos en las regiones de la superficie celular que contienen gru- 
pos de moléculas de adhesión en zonas o puntos discretos denomina- 
dos uniones de anclaje, uniones estrechas o uniones de hendidura. Las 
uniones de anclaje y las uniones estrechas cumplen funciones cruciales 
en mediar la adhesión entre célula y célula y entre célula y matriz extra- 
celular, y los tres tipos de uniones median la comunicación intracelular 


y entre célula y MEC. 


Las células epiteliales tienen superficies apicales, 
laterales y basales distintas 


Se dice que las células que forman los tejidos epiteliales están polari- 
zadas debido a que sus membranas plasmáticas están organizadas en 
regiones discretas. Típicamente, las diferentes superficies de una célula 
epitelial polarizada se denominan apical (arriba), lateral (de lado) y 
basal (base o abajo) (véanse las Figs. 20-1 y 20-9). 

Los epitelios en diferentes localizaciones del cuerpo tienen mor- 
fologías y funciones características (véase la Fig. 20-9). En general, los 
epitelios estratificados sirvan como barreras y superficies protectoras 
(p. ej., la piel), donde los epitelios de una única capa, simples, suelen 
mover ¡ones y moléculas pequeñas de manera selectiva desde un lado 
de la capa hasta el otro. Por ejemplo, el epitelio cilíndrico simple que 
recubre el estómago secreta ácido clorhídrico hacia el lumen; un epi- 
telio similar que recubre el intestino delgado transporta productos de 
digestión desde el lumen hasta el intestino a través de la superficie ba- 
solateral hacia la sangre (véase la Fig. 11-19). 

En el epitelio cilíndrico simple, las interacciones adhesivas entre las 
superficies laterales mantienen las células juntas en dos capas bidimen- 
sionales, mientras que aquellas en la superficie basal conectan las célu- 
las a una matriz extracelular subyacente especializada llamada lámina 
basal. A menudo, las superficies basal y lateral son similares en com- 
posición y, juntas, se denominan superficie basolateral. Por lo general, 
las superficies basolaterales de la mayoría de los epitelios simples se 
encuentran sobre el lateral de la célula, lo más cercano a los vasos san- 
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FIGURA 20-9 Tipos principales de epitelios. Las superficies apical, lateral y 
basal de las células epiteliales exhiben características distintivas. A menudo, los 
lados lateral y basal no se distinguen y colectivamente se denominan como 
superficie basolateral. (a) Los epitelios cilíndricos simples consisten en células 
alargadas, incluyendo células que secretan mucosidad (en el revestimiento del 
estómago y el tracto cervical) y las células absorbentes (en el revesurniento del 
intestino delgado). (b) Los epitelios cilindricos simples, compuestos por células 
delgadas, revisten los vasos sanguineos (células endoteliales/endotelio) y 
muchas cavidades del cuerpo. (c) Los epitelios transicionales, compuestos por 
varias capas de células con diferentes formas, revisten ciertas cavidades sujetas 
a expansión y contracción (p. ej. vejiga urimaria). (d) Los eprielios escarnosos 
estratificados (no queratinizados) revisten superficies como la boca y la vagina 
estos recubrimientos resisten la abrasión y no suelen participar en la absorción 
o secreción de materiales dentro o fuera de la cavidad. La lárnina basal, una 


delgada red fibrosa de colágeno y otros componentes de la MEC, sostiene 


todo el epitelio y lo conecta al tejido conectivo subyacente 


guíneos, mientras que la superficie apical no está en contacto directo 
con otras células o la MEC. En los animales con sistemas circulatorios 
cerrados, la sangre fluve a través de los vasos cuyo revestimiento inter- 
no está compuesto de células epiteliales aplanadas llamadas células en- 
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persadas individualmente son suficientes para causar que las células 
grupadas de adhesión en las 


Las células epiteliales e 


se adhieran, los grupos de moléculas a 
uniones celulares cumplen funciones especialk , 
rigidez a un tejido, transmitiendo información Ene el O Cx- 
tracelular y el intracelular, controlar el paso de iones y moléculas a 
través del espacio celular y servir como conductos pus el movimien- 
to de ¡ones y moléculas desde el citoplasma de una célula hasta el de 
su vecina inmediata. Para las láminas epiteliales, es de particular im- 
portancia la formación de uniones que contribuyen a formar cierres 
herméticos entre las células y, por lo tanto, permiten que la lámina 
sirva como una barrera para el flujo de moléculas desde un lado de 
la lámina al otro. 

Tres clases principales de uniones celulares animales constituyen 
rasgos prominentes en el epitelio cilíndrico simple (Fig. 20-10 y Cua- 
dro 20-2). Las uniones de anclaje y las uniones estrechas llevan a 
cabo la tarea clave de mantener el flujo de solutos a través de los espa- 
cios extracelulares entre las células que forman una lámina epitelial. 
Las uniones estrechas también controlan el flujo de solutos a través 
de los espacios extracelulares entre las células y forman una lámina 
epitelial. Las uniones estrechas se encuentran principalmente en las 
células epiteliales, mientras que las uniones de anclaje se pueden ver 
tanto en las células epiteliales como en las no epiteliales. Estas unio- 
nes están organizadas en tres partes: (1) las proteínas adhesivas en 
la membrana plasmática que conectan una célula a otra célula sobre 
las superficies laterales (CAM) o a la matriz extracelular sobre las su- 
perficie basal (receptores de adhesión); (2) las proteínas adaptadoras, 
que conectan las CAM o los receptores de adhesión a los filamentos 
del citoesqueleto y las moléculas de señalización; (3) los filamentos 
del citoesqueleto en sí mismos. La tercera clase de uniones, las unio- 
nes de hendidura, permiten la rápida difusión de moléculas peque- 
ñas, solubles en agua, entre los citoplasmas de células adyacentes. Jun- 
to con las uniones de anclaje y las uniones estrechas, las de hendidura 
comparten la función de ayudar a una célula a comunicarse con su 
ambiente. Sin embargo, son estructuralmente muy distintas de las 
otras uniones y no cumplen una función en la fuerza de las adhesio 
nes entre célula y célula y entre célula y MEC. Las uniones de hendi- 
dura, que se encuentran en ambas células epiteliales y no epiteliales, 
se asemejan a las uniones entre célula y célul 
plasmodesmos, que se analizan en ] 


es en impartir fuerza y 


a en las plantas llamadas 
a Sección 20.6. 
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FIGURA 20-10 Tipos principales de uniones celulares que conectan 

las células epiteliales cilíndricas que recubren el intestino delgado. (a) 
Dibujo de un corte esquemático de células epiteliales intestinales La superficie 
basal de las células descansa sobre una lámina basal, y la superficie apical está 
empaquetada con microvellosidades digitiformes que se proyectan hacia el 
lumen intestinal. Las uniones estrechas, que se encuentran justo por debajo de 
las microvellosidades, evitan la difusión de muchas sustancias entre el lumen 
intestinal y la sangre a través del espacio extracelular entre las células. Las 


de adherencia funciona como un cable de tensión que internamente 
abraza la célula y, por lo tanto, controla su forma. Las células epite- 
liales y de otros tipos, como las células musculares y las cardíacas, 
también están fuertemente unidas entre sí por desmosomas, puntos de 
contacto similares a botones que a veces se denominan desmosomas 
puntuales. Los hemidesmosomas, que se encuentran en la superficie 
basal de las células epiteliales, anclan un epitelio a componentes de 
la matriz extracelular subyacente, similar a clavos que sostienen una 
alfombra. Las uniones de adherencia y los desmosomas se encuentran 
en muchos tipos diferentes de células; los hemidesmosomas parecen 
estar restringidos a las células epiteliales. 

Los haces de filamentos intermedios corren paralelos a la super- 
ficie celular o a través de los desmosomas puntuales interconecta- 
dos e imparten forma y rigidez a la célula. Esta interacción cercana 
entre estas uniones y el citoesqueleto ayuda a transmitir las fuerzas 
de fricción desde una región de una capa celular hasta la capa de 
células epiteliales entera. Los desmosomas y los hemidesmosomas 
son de especial importancia en el mantenimiento de la integridad 
del epitelio de la piel. Por ejemplo, mutaciones que interfieren con el 
anclaje de hemidesmosomas en la piel pueden llevar a la formación 
de ampollas en las cuales el epitelio se desprende de su matriz basal 
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uniones de hendidura permiten el movimiento de moléculas pequenas e 1ones 
entre los citosoles de células adyacentes. Los tres tipos restantes de uniones, 

las uniones de adherencia, los desmosomas puntuales y los hemidesmosomas, 
son cruciales para la adhesión entre célula y célula y entre célula y matriz y 

para la señalización. (b) Microfotografía electrónica de una sección delgada de 
células epiteliales intestinales que muestra las localizaciones relativas de las 
diferentes uniones. (Parte [(b] € Jacobson y col, 2001, J. Cell Biol 152435450) 


y el líquido extracelular se acumula en la superficie basolateral, con 
distensión cutánea en forma de globo. 


Las cadherinas median las adhesiones en las 
uniones de adherencia y los desmosomas 


Las CAM primarias en las uniones de adherencia y los desmosomas 
pertenecen a la familia de las cadherinas. En los vertebrados, esta 
familia de proteínas de más de 100 miembros puede agruparse en al 
menos seis subfamilias, incluyendo las cadherinas clásicas y las cadhe- 
rinas desmosomas, que se describirán a continuación. La diversidad de 
las cadherinas surge de la presencia de múltiples genes de cadherinas 
y del corte y empalme alterativo del RNA. No es sorprendente que 
existan muchos tipos diferentes de cadherinas en los vertebrados, de- 
bido a que muchos tipos distintos de células en tejidos ampliamente 
diversos utilizan estas CAM para mediar la adhesión y la comuni- 
cación. El cerebro expresa el mayor número de cadherinas diversas, 
presumiblemente debido a la necesidad de formar muchos contactos 
entre célula y célula para ayudar a establecer su patrón de cableado 
complejo. Sin embargo, los invertebrados son capaces de funcionar 
con menos de 20 cadherinas. 
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Uniones celulares 
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3. Hemidesmosomas Integrina (0:6(94) 
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Comunicación; transporte 


Filamentos de actina 
molecular entre células 
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Cadherinas clásicas Las cadherinas “clásicas” incluyen las E, N y P, 
nombradas por el tipo de tejido en el cual fueron inicialmente identifi- 
cadas (epitelio, neural y placentario). Las cadherinas E y N son las más 
ampliamente expresadas, en particular durante la diferenciación. Las 
láminas de células epiteliales polarizadas, como aquellas que recubren 
el intestino delgado o los túbulos renales, contienen abundante cadhe- 
rina E a lo largo de sus superficies laterales. Aunque la cadherina E está 
concentrada en las uniones de adherencia, se halla presente a través 
de toda la superficie lateral, donde se cree que conecta las membra- 
nas de células adyacentes. Los resultados de los experimentos con las 
células L, una línea de fibroblastos murinos cultivados, demostraron 
que las cadherinas E median preferentemente las interacciones homó- 
filas. Las células L no expresan cadherinas y se adhieren pobremente a 
ellas mismas o a otras células. Cuando el gen cadherina E se introdujo 
en las células L, se encontró que las células L que expresan cadherina 
modificada genéticamente se adhieren de preferencia a otras células 
que expresan cadherinas E (Fig. 20-11). Estas células L que expresan la 
cadherina E formaron los agregados del tipo epitelial entre sí y con las 
células epiteliales aisladas a partir de los pulmones. Aunque la mayoría 
de las cadherinas E exhiben uniones homófilas, algunas median inte- 
racciones heterófilas. 

La adhesividad de las cadherinas depende de la presencia de Ca” 
extracelular, propiedad que da origen a su nombre (adhesión al calcio). 
Por ejemplo, la adhesión de las células L que expresan cadherina E se 
evita cuando las células son bañadas con una solución que es baja en 
Ca** (véase la Fig. 20-11). Algunas moléculas de adhesión requieren 
cantidades mínimas de Ca** en el líquido extracelular para funcionar 
adecuadamente, mientras que otras moléculas como las IglCAM son 
independientes del Ca””. 

El papel de la cadherina E en la adhesión también puede ser de- 
mostrado en experimentos con células epiteliales cultivadas llamadas 
Madin-Darby canine kidney (MDCK) (véase la Fig. 9-4). 

Una forma de cadherina E marcada con proteína verde fluorescen- 
te se ha utilizado en estas células para demostrar que los grupos de cad- 
herina E median la adhesión inicial y el subsecuente cierre tipo crema- 


936 CAPÍTULO 20 * Integración de células en tejidos 


llera de las células para formar una lámina (Fig. 20-12). En este sistema 
experimental, la adición de un anticuerpo que se une a la cadherina E 
previene las interacciones homófilas, bloquea la adhesión dependiente 
de Ca? de las células MDCK entre sí y la subsiguiente formación de 
uniones de adherencia intracelular. 

Cada cadherina clásica contiene un único dominio transmem- 
brana, un dominio citosólico C-terminal y cinco dominios *cadhe- 
rinas” extracelulares (véase la Fig. 20-2). Los dominios extracelula- 
res son necesarios para la unión de Ca”' y la adhesión entre célula y 
célula mediada por cadherina. La adhesión mediada por cadherina 
comprende las interacciones moleculares de agrupamiento lateral cis 
(intracelular) y adhesivas trans (intercelular) (véase la Fig. 20-3). Los 
sitios de unión a Ca**, localizados entre las repeticiones de cadheri- 
nas, pueden ayudar a estabilizar las interacciones cis o trans. Los gru- 
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agregan para formar hojas (izquierda). La introducción de un gen que causa | 
ARES de cadherina E en estas células da como resultado su aeregarione 
pará forrnar agrupamientos similares al epitelio en la presencia de calcio 
(centro) pero no en su ausencia (derecha). Barra, 60 sp 
11128, J, Cell Biol 142:4, 1105 1119; A 
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FIGURA EXPERIMENTAL 20-12 La cadherina E media las conexiones 
adhesivas en células epiteliales MDCK cultivadas. Un gen de cadherina E 
fusionado a la proteina verde fluorescente (GFP) se introdujo dentro de células 
MPCK cultivada. Las células fueron luego mezcladas en un medio que contiene 
calcio y la distribución de cadherina E fluorescente se visualizó en el transcurso 
del tiempo (mostrada en horas). Agrupamientos de la cadherina E median la 
adhesión inicial y el posterior cierre del tipo cremallera de las células epiteliales 
yla formación de uniones (las uniones bicelulares se encuentran donde dos 
células se juntan y aparecen como líneas; las uniones tricelulares son los sitios 
de intersección de tres células.) (De Cynthia L Adams y cols, 1998, J. Cell Biol 142:1105-1110) 


pos de cadherinas forman complejos intracelulares para generar ad- 
hesión célula-célula y luego los contactos laterales adicionales, lo que 
da como resultado un “cierre de cremallera” de las cadherinas para 
formar estructuras adhesivas. De esta forma, las interacciones de baja 
afinidad suman para producir una adhesión intercelular muy fuerte. 

Los resultados de los experimentos de intercambio de dominios, 
en los cuales un dominio extracelular de una clase de cadherina es 
reemplazado con el dominio correspondiente de una cadherina di- 
ferente, indican la especificidad de residuos de unión, al menos en 
parte, en el dominio extracelular más distal (el más alejado de la 
membrana), el dominio N-terminal. Se cree que la adhesión trans 
mediada por cadherina requiere solo interacciones entre los domi- 
nios N-terminales de oligómeros de cadherina sobre células adyacen- 
tes, como se describe en la Figura 20-13. 

El dominio citosólico C-terminal de las cadherinas clásicas está 
conectado al citoesqueleto de actina mediante proteínas adaptadoras 
(véase la Fig. 20-13). Estas conexiones son esenciales para la adhesión 
fuerte, debido sobre todo a sus contribuciones para incrementar las 
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asociaciones laterales. Por ejemplo, la rotura de las interacciones entre 
las cadherinas clásicas y las cateninas QU o B (dos proteínas adaptado- 
ras comunes que conectan las cadherinas clásicas a los filamentos de 
actina)reducen en forma drástica las adhesiones entre célula y célula 
mediada por las cadherinas. Esta ruptura se produce espontáneamen- 
te en las células tumorales, que a veces fallan en expresar la catenina 
aL, y pueden ser inducidas en forma experimental por disminución de 
las reservas citosólicas de catenina B accesible. Los dominios citosóli- 
cos de las cadherinas también interactúan con las moléculas de seña- 
lización intracelular como la catenina-p120. Es interesante destacar 
que la catenina $ cumple una función dual: no solo media la adhe- 
sión del citoesqueleto, sino que también sirve como una molécula de 
señalización y puede translocarse al núcleo y alterar la transcripción 
génica en la vía de señalización Wnt (véase la Fig. 16-30). 

Las cadherinas clásicas cumplen una función crucial durante la 
diferenciación tisular. Cada cadherina clásica tiene una distribución 
de tejido característica. En el curso de la diferenciación, la cantidad o 
la naturaleza de los cambios de las cadherina en la superficie celular 
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FIGURA 20-13 Constituyentes proteicos de las uniones de adherencias 


típicas. Los dominios exoplasmáticos de los dimeros de cadherina F 

agrupados en las uniones de adherencia sobre células adyacentes forman 
interacciones homófilas dependientes de Ca**. Los dominios citosólicos 

de las cadherinas E se unen directa o indirectamente a múltiples proteínas 
«daptadoras (p ej, catenina B) que conectan las uniones a filamentos de rs 
'aCtina F) del v participan en las vías de señalización intracelular. 
Grupos de a pa distintas se ilustran en las dos células 


para enfatizar que una variedad de adaptadores pueden interactuar con las 
uniones de adherencia. Algunos de estos adaptadores, como ZO 1, pueden 
interactuar con varias CAM diferentes, Existe alguna controversia acerca de 

si la o-catenina media la interacción de cadherina/B-catenina con la actina 
directamente, a través de proteinas de unión intermediarias (indicadas en la 
fAgura por signos de interrogación) O a traves de mecanismos más complejos. 


Adaptado de V Vasioukhun y É Fuchs, 2001, Curr Opin. Cell Biol 13:76) 
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adhesión entre célula y célula y la mt 


afecta en muchos aspectos la 
gración celular. Por ejemplo, la reorganización de los tejidos durante 
la morfogenesis suele estar acompañada por la conversión de células 
as precursoras móviles para otros tejidos 
s transiciones epiteliales a mesenquimá- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 20-14 La actividad de cadherina E se pierde 
durante la transición epitelial-mesenquimática y la progresión del 
cáncer. Una proteína llamada Snail, que evita la expresión de la cadherina E, 
está asociada con las transiciones epitelial-mesenquimáticas. (a) Las células 
epiteliales normaies MDCK crecen en cultivo. (b) La expresión del gen snai! 

en las células MDCK provoca que estas atraviesen la transición epitelial- 
mesenquimática. (c) Distribución de la cadherina E detectada por tinción 
inmunoquímica (marrón oscuro) en secciones delgadas de tejido a partir de 
un paciente con cáncer gástrico difuso hereditario. La cadherina E se observa 
en los bordes intracelulares de las células epiteliales de la glándula gástrica 
estomacal (derecha); no se observa cadherina E en los bordes de las células de 
carcinoma invasivo subyacente. (Paneles (al y [bi de Alfonso Martinez Arias 2001, Cell 105:425 


831: imágenes cortesia de M. A Nieto panel [c] de F Carneiro y cols. 2004, / Pathal 203681 -68/ 
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La cadherina desmogleína se identificó a través de estudios de 
Ñl una patología cutánea inusual pero reveladora llamada pénfigo 
vulgar, una enfermedad autoinmunitaria, Los pacientes con trastornos 
qutoinmunitarios sintetizan anticuerpos que atacan al propio organis- 
10:0 “auto,” que se unen a proteínas normales del cuerpo. En el pénf- 
go vulgar, los autoanticuerpos interrumpen la adhesión entre las célu- 
las epiteliales y causan la formación de ampollas en la piel y las mem- 
branas MUCOSAS. El autoanticuerpo predominante demostró ser especí- 
fico para la desmogleína; en efecto, la adición de tales anticuerpos a la 
piel normal induce la formación de ampollas y la interrupción de ad- 
hesiones celulares. 


Las integrinas median las adhesiones entre célula y 
MEC, incluyendo aquellas en los hemidesmosomas 
de las células epiteliales 


Para estar ancladas a los tejidos sólidos y órganos, las láminas epiteliales 
cilíndricas deben estar firmemente adheridas a través de sus superficies 
basales a la matriz extracelular subyacente (lámina basal). Esta adhe- 
sión se produce mediante los receptores de adhesión llamados inte- 
grinas (véase la Fig. 20-2), que están localizados dentro y fuera de las 
uniones de anclaje llamadas hemidesmosomas (véase la Fig. 20-10a). 
Los hemidesmosomas comprenden diversas proteínas integrales de 
membrana conectadas a través de proteínas adaptadoras (p. ej., pla- 
quinas) a filamentos intermedios basados en queratina. El principal 
receptor de adhesión a la MEC en los hemidesmosomas epiteliales es 
la integrina 0:6B4. 

Las integrinas funcionan como receptores de adhesión y las CAM 
en una variedad de células epiteliales y no epiteliales, que median las in- 


Integrinas de vertebrados seleccionadas* 


Cuadro 20-3 


Composición de subunidad 


0.181 Muchos tipos 


0281 Muchos tipos 


Distribución celular primaria 


teracciones entre célula y célula y entre célula y matriz (Cuadro 20-3). 
En los vertebrados, se conocen al menos 24 heterodímeros de integri- 
nas compuestos de 18 tipos de subunidades ar y 8 tipos de subunidades 
P en varias combinaciones. Una única cadena 3 puede interactuar con 
cualquiera de las múltiples cadenas QL y formar integrinas que unen 
diferentes ligandos. Este fenómeno de diversidad combinatoria permite 
que una cantidad relativamente pequeña de componentes sirva para un 


gran número de funciones distintas. Aunque la mayoría de las células 


expresan varias integrinas distintas que unen los mismos o diferentes 
ligandos, muchas integrinas se expresan de manera predominante en 
ciertos tipos de células. No solo muchas integrinas se unen a más de un 
ligando, sino que varios de sus ligandos se unen a múltiples integrinas. 

Todas las integrinas parecen haber evolucionado a partir de dos 
subgrupos generales ancestrales: aquellos que unen proteínas que 
contienen la secuencia de tripéptido Arg-Gly-Asp, en general llama- 
da secuencia RGD (la fibronectina es una de tales proteínas), y las 
que unen laminina. Varias subunidades a de las integrinas contienen 
un dominio distintivo insertado, el dominio Í, que puede mediar la 
unión de ciertas integrinas a diversos colágenos en la MEC. Algunas 
integrinas con dominios | se expresan exclusivamente en leucocitos 
(glóbulos blancos) y células precursoras de glóbulos blancos y rojos 
(hematopoyéticas). Los dominios | también reconocen moléculas de 
adhesión celular sobre otras células, incluyendo miembros de la su- 
perfamilia de las Ig (p. ej., las ICAM, las VCAM), y así participan en la 
adhesión entre célula y célula. 

Las integrinas suelen exhibir bajas afinidades por sus ligandos, con 
constantes de disociación K, entre 10% y 107 mol/L. Sin embargo, las 
múltiples interacciones débiles generadas por la unión de cientos a 
miles de moléculas integrinas a sus ligandos sobre las células o en la 
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Las integrinas están agrupadas en subfamilias que 
subunidades pueden tener multiples isoformas procesde 
FUENTE: R. O. Hynes, 1992, Cell 69:119. 


tienen una subunidad B común. Los ligandos mostrados en rojo son ( AM, los demás son proteinas séricas o de la MEC. Algunas 
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FIGURA 20-16 Uniones estrechas. (3) Preparación por criofractura de la 
¿ona de uniones estrechas entre dos células epiteliales intesunales. El plano 
de fractura pasa a través de la membrana plasmática de una de las dos 

células adyacentes. Una red de surcos y crestas similar a un panal de abejas 
debajo de las microvellosidades constituye la zona de uniones estrechas. (b) 
Dibujo esquemático que muestra cómo podría formarse una unión estrecha 
mediante la unión de dos filas de partículas proteicas en células adyacentes. 
En la microfotografía del recuadro de una sección ultradelgada de una unión 
estrecha, las células adyacentes se pueden ver en estrecho contacto donde las 
hlas de proteínas interactúan. (Parte (a] cortesía de L. A Staehelin Dibujo en parte (b) adaptado 
de LA Staehelín y B. E Hull, 1978, Sci Am.238 140, y D Goodenough, 1999, ProcNact 1 Acad. Sc. USA 
96319 Fotografia en parte [b] cortesia de S. Tsukita y cols, 2001, Nat. Rev. Mol. Cell Bio! 2.285.) 


matriz extracelular permiten que una célula permanezca firmemente 
anclada a su diana que expresa el ligando. 

Parte de ambas subunidades A: y B de una molécula de integrina 
contribuyen al sitio de unión al ligando extracelular primario (véase 
la Fig. 20-2). La unión de las integrinas al ligando también requiere la 
unión simultánea de cationes divalentes. Al igual que otras moléculas 
de adhesión de la superficie celular, la región citosólica de las integrinas 
interactúa con las proteínas adaptadoras que a su vez se unen al citoes- 
queleto y a moléculas de señalización intracelular. La mayoría de las 
integrinas están unidas al citoesqueleto de actina, incluyendo dos de las 
integrinas que conectan la superficie basal de las células epiteliales a la 
lámina basal a través de la molécula de la MES, la laminina. Sin embar- 
go, algunos heterodímeros de integrina interactúan con los filamentos 
intermedios. El dominio citosólico de la cadena P4 en la integrina 0.684 
en los hemidesmosomas, que es mucho más largo que los dominios 
citosólicos de otras integrinas f, se une a proteínas adaptadoras espe- 
cializadas que a su vez interactúan con filamentos intermedios basados 
en queratina (véase el Cuadro 20-3). 

Como se verá, la diversidad de las integrinas y sus ligandos de la 
MEC permite a estas participar en una amplia variedad de procesos bio- 
lógicos claves, que incluyen la respuesta inflamatoria y la migración de 
células a sus localizaciones correctas en la formación del plan corporal 
de un embrión (morfogénesis). La importancia de las integrinas en di- 
versos procesos biológicos es resaltada por los defectos que exhiben ra- 
tones modificados genéticamente mediante silenciamiento génico para 
tener mutaciones en diversos genes de subunidades de integrinas. Estos 
defectos incluyen anomalías importantes en el desarrollo, en la forma- 
ción de vasos sanguíneos, en la función leucocitaria, en la inflamación, 
en la remodelación ósea y en la hemostasia. A pesar de sus diferencias, 
todos estos procesos dependen de las interacciones mediadas por inte- 
grinas entre el citoesqueleto y la MEC o las CAM de otras células. 

Además de las funciones de adhesión, las integrinas pueden me- 
diar la señalización desde afuera hacia adentro y desde adentro hacia 
afuera (véase la Fig. 20-8). El engranaje de las integrinas por sus li- 
gandos extracelulares puede, por medio de las proteínas adaptadoras 
unidas a la región citosólica de la integrina, influenciar el citoesque- 
leto y las vías de señalización intracelular (señalización desde afuera 
hacia adentro). Por el contrario, las vías de señalización intracelular 
pueden alterar, a partir del citoplasma, la estructura de las integri- 
has y en consecuencia sus capacidades para adherirse a sus ligandos 
extracelulares y mediar las interacciones entre célula y célula y entre 
célula y matriz (señalización desde adentro hacia afuera). Las vías de 

señalización mediada por integrinas influyen en procesos tan diver- 
sos como la supervivencia celular, la proliferación celular y la muerte 
celular programada (véase el Cap. 21). 
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Las uniones estrechas sellan cavidades del cuerpo y 
restringen la difusión de los componentes 

de la membrana 

Para que las células epiteliales polarizadas funcionen como barreras 
y mediadores del transporte selectivo, los líquidos extracelulares que 
rodean las membranas basolateral y apical deben mantenerse sepa- 
rados. Las uniones estrechas entre las células epiteliales adyacentes 
suelen localizarse en una banda que rodea la célula justo por debajo 
de la superficie apical y ayuda a establecer y mantener la polaridad de 
la célula (Figs. 20-10 y 20-16). Estas uniones especializadas forman 
una barrera que sella las cavidades del cuerpo como el lumen intest 


nal y separa la sangre del líquido cefalorraquídeo del sistema ne 
j. la barrera sangre-cerebro). 
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Las uniones estrechas evitan la difusión de macromoléculas y 
«al. 


que, a escalas diferentes, moléculas pequeñas solubles en agua e ¡o- 
nes atraviesen una lámina epitelial a través de los espacios entre las 
células. También contribuyen a mantener la polaridad de las ollas 
epiteliales al evitar la difusión de proteínas de membrana y ¿bucal 
pidos entre las regiones apical y basolateral de la membrana plasmá- 
tica, lo cual asegura que estas regiones contengan distintos compo- 
nentes de membrana. En efecto, las composiciones lipídicas de las 
regiones apical y basolateral de la lamela son diferentes. En esencia, 
todos los glucolípidos están restringidos a la cara exoplasmática de la 
membrana apical, como lo están las proteínas unidas a la membrana 
a través de un anclaje glucosilfosfatidilinositol (GPI) (véase la Fig. 
10-19). Por el contrario, las regiones apical y basolateral de la larmela 
citosólica tienen composición uniforme de membrana en las células 
epiteliales; sus lípidos y proteínas pueden difundir lateralmente des- 
de una región a la otra. 

Las uniones estrechas están compuestas por bandas delgadas de 
proteínas de membrana plasmática que encierran completamente la 
célula y están en contacto con bandas similares delgadas en células 
adyacentes. Cuando las secciones delgadas de células son vistas en un 
microscopio electrónico, las superficies laterales de células adyacentes 
parecen estar en contacto entre sí a intervalos e incluso fusionarse en 
la zona justo por debajo de la superficie apical (véase la Fig. 20-10b). 
En preparaciones de criofractura, las uniones estrechas aparecen 
como una red de crestas y surcos en la membrana plasmática (Pig. 
20-164). Amplificaciones muy grandes revelan que las hileras de par- 
tículas proteicas de 3-4 nm de diámetro forman las crestas vistas en 
las microfotografías de criofracturas de las uniones estrechas. En el 
modelo mostrado en la Figura 20-16b, la unión estrecha está formada 
por una hilera doble de estas partículas, una hilera donada por cada 
célula. El tratamiento de un epitelio con la proteasa tripsina destruye 
las uniones estrechas; esto avala el supuesto de que las proteínas son 
componentes estructurales esenciales de estas uniones. 

Las dos principales proteínas integrales de membrana encontra- 
das en las uniones estrechas son la ocludina y la claudina (del latín 
“para cerrar”). Cuando los investigadores diseñaron ratones modifi- 
cados genéticamente con mutaciones que inactivaban la formación 
de uniones estrechas, descubrieron con sorpresa que el ratón aún 
tenía las uniones estrechas morfológicamente distintivas. Análisis 
posteriores llevaron al descubrimiento de la claudina. Cada una de 
ne cuatro hélices O. que atraviesan la membrana 


estas proteínas tie 
a tricelulina, también 


(Fig. 20-17). Otra proteína de unión estrecha, | 
tiene esta estructura. La tricelulina se concentra en las uniones don- 
de coinciden tres células (véanse las Figs. 20-12 y 20-17). La familia 
multigénica claudina codifica al menos 24 proteínas homólogas que 
presentan diferentes patrones de expresión específicos de tejidos. Se 
ha encontrado que un grupo de moléculas de adhesión de las uniones 
(JAM) también contribuye a la adhesión homófila y a otras funcio- 
nes de las uniones estrechas. JAM y otras proteínas de unión, el re- 
ceptor de coxsackievirus y adenovirus (CAR), contienen una única 
hélice U transmembrana y pertenecen a la superfamilia de las Ig de 
las CAM. En apariencia, los dominios extracelulares de las hileras 
roteínas JAM en la membrana plasmática 
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FIGURA 20-17 Proteínas que median las uniones estrechas. Como se 
muestra en estos dibujos esquemáticos de las principales proteinas en las 
uniones estrechas, tanto la ocludina como las claudinas contienen cuatro 
hélices transmembrana, donde la molécula de adhesión a la unión (JAM) 
tiene un único dominio transmembrana y una gran región extracelular 

El asa extracelular de las claudinas que contribuye signihicativamente a la 
selectividad de ion paracelular está indicada por un asterisco. Recuadro 
localización inmunofluorescente de la ocludina (verde) y la tricelulina (rojo) 
en el epitelio intestinal murino. Nótese cómo la tricelulina esta concentrada 
predominantemente en las uniones tricelulares. Barra, 20 41m (Dibujo intenor 
idaptado de Tsukita y cols, 2001, Nature Rev Mol Cel'Biol 2:285. Recuadro de J Ikemouc hi y cols. 200 


ell Brol 171 939-935 Tncellulin constitues a novel barner at tricellulor contacts ofepitelial cells ) 


dependiente de Ca** también cumple una función importante en la 
formación, la estabilidad y la función de las uniones estrechas. 

El segmento citosólico largo C-terminal de la ocludina se une a 
los dominios PDZ en algunas proteínas citosólicas adaptadoras gran- 
des. Los dominios PDZ son de alrededor de 80 a 90 aminoácidos de 
longitud y se encuentran en diversas proteínas citosólicas; median la 
unión a otras proteínas citosólicas o al extremo C-terminal de proteí- 
nas de la membrana plasmática particular. Las proteínas citosólicas 
que contienen un dominio PDZ suelen tener más de uno de ellos. 
En el genoma humano, hay -250 dominios PDZ que se encuentran 
en alrededor de 100 proteínas. Las proteínas con múltiples dominios 
PDZ pueden servir como andamios para ensamblar proteínas en 
complejos funcionales más grandes. Las proteínas adaptadoras que 
contienen PDZ asociadas con la ocludina están unidas, a su vez, a 
otras proteínas de señalización y del citoesqueleto y a las fibras de 
actina. Estas interacciones parecen estabilizar la conexión entre las 
moléculas de ocludina y claudina, esencial para el mantenimiento de 
la integridad de las uniones estrechas. El extremo C terminal de las 
claudinas también se une a la proteína adaptadora intracelular ZO-1, 
que contiene múltiples dominios PDZ y que también se encuentra en 
las uniones de adherencia (véase la Fig. 20-13). 
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FIGURA EXPERIMENTAL 20-18 Las uniones estrechas evitan el paso de 
moléculas grandes a través del espacio extracelular entre las células epiteliales 
Las uniones estrechas en el páncreas son impermeables al gran coloide soluble 
en agua hidróxido de lantano (tinción oscura) administrado desde el lado 


basolateral del epitelio. (Cortesia de D Fnend] 


Por ende, al igual que en el caso de las uniones de adherencia y los 
desmosomas, las proteínas adaptadoras citosólicas y sus conexiones al 
citoesqueleto son componentes cruciales de las uniones estrechas. 

Un experimento simple demuestra la impermeabilidad de las unio- 
nes estrechas a algunas sustancias solubles en agua. En este experimen- 
to, se inyecta hidróxido de lantano (un coloide denso en electrones de 
alto peso molecular) a los vasos sanguíneos pancreáticos de un animal 
experimental; unos minutos más tarde, las células epiteliales pancreáti- 
cas acinares se fijan y se preparan para microscopia. Como se muestra 
en la Figura 20-18, el hidróxido de lantano se difunde desde la sangre 
hasta el espacio que separa las superficies laterales de células acinares 
adyacentes, pero no puede penetrar más pasando las uniones estrechas. 

Como consecuencia de las uniones estrechas, el movimiento de 
muchos nutrientes a través del epitelio intestinal no puede ocurrir en- 
tre las células y en gran parte se logra por la vía transcelular mediante 
proteínas específicas de transporte unidas a membrana (véanse las Figs. 
11-30 y 20-19). Sin embargo, la barrera para la difusión provista por 
las uniones estrechas no es absoluta y exhibe permeabilidad selectiva 
de iones y de tamaño. La importancia de esta permeabilidad selecti- 
va es resaltada por la conservación evolutiva de las moléculas que la 
establecen y de enfermedades que surgen cuando son interrumpidas. 
Por ejemplo, los embriones murinos no pueden desarrollarse ade- 
cuadamente si se interrumpe la permeabilidad selectiva debido a que 
poli posible mantener el adecuado equilibrio de líquidos a los lados 
diferentes del epitelio, De manera similar, los riñones dependen de la 
adecuada permeabilidad de las uniones estrechas para establecer los 
gradientes de tones necesarios para la regulación normal de los líquidos 
sexporales y la eliminación de desperdicios. Debido, al menos en parte, 
a las propiedades variables de los diferentes tipos de moléculas claudi- 
na localizadas en uniones estrechas diferentes, 


: la permeabilidad de las 
uniones estrechas a iones, 


RO moléculas Pequeñas y agua varía enorme- 
mente entre los distintos tejidos epiteliales. En los epitelios con unio- 
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FIGURA 20-19 Las vías transcelular y paracelular del transporte 
transepitelial. El transporte transepitelial requiere la captación celular de 


moléculas sobre un lado y la posterior liberación por el lado opuesto mediante 
los mecanismos analizados en el Capitulo 11. En el transporte paracelular, las 
moléculas se mueven extracelularmente a través de partes de las uniones 
estrechas, cuya permeabilidad a las moléculas pequeñas y los ¡ones depende 


de la composición de los componentes de unión y el estado fisiológico de las 
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células epiteliales. (Adaptado de $ Tsukita y cols, 2001, Nar Re 


nes estrechas selectivamente permeables, ciertas moléculas pequeñas 
e iones pueden moverse desde un lado de la capa celular hasta la otra 
a través de la vía paracelular, además de mediante la vía transcelular 
(Fig. 20-19). Se cree que una de las vueltas extracelulares en las claudi- 
nas (véase la Fig. 20-17) cumple una función principal en la definición 
de la permeabilidad selectiva conferida sobre las uniones estrechas por 
isoformas específicas de la claudina. 

La permeabilidad de las uniones estrechas se puede alterar por las 
vías de señalización extracelular, en especial la proteína G y las vías 
acopladas al AMP citoplasmático (véase el Cap. 15). La regulación de 
la permeabilidad de la unión estrecha suele ser estudiada por medición 
del flujo de ¡ones (resistencia eléctrica) o por el movimiento de molé- 
culas radioactivas o fluorescentes a través de monocapas de MDCK u 
otras células epiteliales (resistencia transepitelial). 


La importancia del transporte paracelular se evidencia en diver- 

sas enfermedades humanas. En la hipomagnesemia hereditaria, 
los defectos en el gen claudinal6 evitan el flujo paracelular normal de 
magnesio en los riñones. Esto produce una concentración sanguinea 
anormalmente baja de magnesio, que puede llevar a convulsiones. Po! 
otra parte, una mutación en el gen claudina 14 causa sordera heredita- 
ria, aparentemente por alteración del transporte alrededor del epitelio 
de las células pilosas en la cóclea del oído interno. 

Algunos patógenos han evolucionado para explotar las mole- 
culas en las uniones estrechas. Algunos utilizan las proteínas de las 
uniones como correceptores para adherirse inicialmente a células 
antes de infectarlas (p. ej., el virus de hepatitis C utiliza claudina! + 
ocludina, junto con otros dos “correceptores,” para entrar en las cc 
lulas hepáticas). Otros degradan la barrera de las uniones y atravie- 
simel epitelio a través del movimiento paracelular, y otros producen 
toxinas que alteran la función de la barrera (ya sea desde el espacio 
extracelular o del intracelular). Por ejemplo, las toxinas producidas 
por Vibrio cholerac, la bacteria entérica que causa cólera, alteran 
la barrera de permeabilidad del epitelio intestinal al modificar la 
composición o la actividad de las uniones estrechas. Vibrio cholera* 
también libera una proteasa que interrumpe las uniones estrechas 


diante degradación de la parte extracelular de la ocludina. Otras 
¡oxinas bacterianas pueden afectar la actividad de bombeo de iones 
de proteínas de transporte de membrana en las células epiteliales in- 
sestinales. Los cambios inducidos por las toxinas en la permeabilidad 
de las uniones estrechas (transporte paracelular incrementado) v en 
el bombeo de iones mediado por proteínas (transporte ivanscalolar 
crementado) puede dar como resultado la pérdida masiva de ¡ones 
corporales internos y de agua hacia el aparato gastrointestinal, lo 

ue a su vez produce diarrea y deshidratación potencialmente mor- 
tal (véase el Cap. | 1). 


me 
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Las uniones de hendidura compuestas por 
conexinas permiten que moléculas pequeñas 
pasen directamente entre células adyacentes 


Las primeras microfotografías electrónicas de células en los tejidos 
revelaban sitios de contacto entre célula y célula con una hendidura 
intercelular característica (Fig. 20-20a). Esta característica se encon- 
tró prácticamente en todas las células animales en contacto e impulso 
tempranamente a los morfologistas a llamar a estas regiones unio- 
nes de hendidura. En retrospectiva, la característica más importante 
de estas uniones no es la hendidura de -2-4 nm en sí misma, sino 
un conjunto bien definido de partículas cilíndricas que atraviesan la 
hendidura y componen los poros que conectan los citoplasmas de 
células adyacentes. 

En muchos tejidos, en cualquier lugar desde unas pocos hasta 
cientos de partículas de uniones de hendidura se agrupan y forman 
regiones (p. ej., a lo largo de las superficies laterales de las células epi- 
teliales; véase la Fig. 20-10). Cuando la membrana plasmática se pu- 
rifica y luego se secciona en fragmentos pequeños, se generan algunas 
piezas que contienen sobre todo regiones de uniones de hendidura. 
Debido a sus contenidos de proteínas relativamente alto, estos frag- 
mentos tienen una densidad mayor que la del resto de la membrana 
plasmática y es posible purificarlos mediante centrifugación en equi- 
librio de gradiente de densidad (véase la Fig. 9-26). Cuando se visua- 
lizan estas preparaciones perpendiculares a la membrana, las uniones 
de hendidura aparecen como estructuras de partículas hexagonales 
que contienen canales llenos de agua (Fig. 20-20). 

El tamaño efectivo del poro de las uniones de hendidura puede 
medirse al inyectar una célula con un colorante fluorescente unido 
covalentemente a moléculas impermeables de la bicapa de diversos 


tamaños y observando con un microscopio de fluorescencia s1 el co- 
uniones de hendidura entre las 


lorante pasa a las células vecinas. Las 
moléculas tan grandes como 


células de mamífero permiten el paso de 1 
de 1,2 nm de diámetro. En los insectos, estas uniones son permea- 


bles a moléculas tan grandes como de 2 nm de diámetro. En general, 


las moléculas menores de 1 200 Da pasan libremente y aquellas más 
grandes de 2 000 Da no pasan; el paso de moléculas de tamano inter- 


medio es variable y limitado. Por ende los iones, muchos precursores 


de bajo peso molecular de macromoléculas celul 
rios de metabolismos y las moléculas de señalización intracelular pe- 
queñas pueden pasar desde una cclul 
de hendidura. 

En el tejido nervioso, algunas 
Uniones de hendidura a través de las cuales pasan rápidamente ¡ones, 
a transmisión muy rápida de señales 


ares, los intermedia- 
a a otra a través de las uniones 
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s casi mil veces más rápida que 
las sinapsis químicas (véase el Cap. 22). Las uniones de hendidura 
presentes en muchos tejidos neuronales, donde ayu- 
dan a integrar las actividades eléctricas y metabólicas de muchas 
células. En el corazón, por ejemplo, las uniones gap pasan rápida- 
mente señales iónicas entre las células musculares, donde están in- 
rza a través de los desmososmas, y así contri- 
stimulada de las 


nes, llamadas sinapsis eléctricas, € 


también están 


terconectadas con fue 


buyen a la contracción coordinada eléctricamente e 
ante un latido. Como se analizó en 


células del músculo cardíaco dur 
ales extracelulares inducen 


el Capítulo 15, algunas señales hormon 
la producción o la liberación de moléculas de señalización extra- 
celular llamados segundos mensajeros (p. Cj., AMP cíclico, IP, y 
Ca”) que regulan el metabolismo celular. Debido a que los segun- 
dos mensajeros pueden ser transferidos entre células a través de las 
uniones de hendidura, la estimulación hormonal de una célula pue- 
de desencadenar una respuesta coordinada por esa misma célula, 
como así también por muchas de sus vecinas. Tal señalización me- 
diada por uniones de hendidura cumple una función importante, 
por ejemplo, en la secreción de enzimas digestivas por el páncreas 
y en las ondas de contracción muscular coordinadas (peristalsis) 
en el intestino. Otro ejemplo conocido de transporte mediado por 
uniones de hendidura es el fenómeno de acoplamiento metabólico, 
o cooperación metabólica, en el cual una célula transfiere nutrientes 
o metabolitos intermediarios a una célula vecina que en sí misma 
es incapaz de sintetizarlos. Las uniones de hendidura cumplen un 
papel crucial en el desarrollo de las células huevo en los ovarios al 
mediar el movimiento tanto de metabolitos como de moléculas de 
señalización entre un ovocito y sus células granulosas que lo rodean, 
como así también entre las células granulosas vecinas. 

En la Figura 20-20c, d, e se muestra un modelo actual de la es- 
tructura de la unión de hendidura. Las uniones de hendidura de ver- 
tebrados están compuestas por conexinas, una familia de proteínas 
transmembranas estructuralmente relacionadas con pesos molecu- 
lares entre 26 000 y 60 000. Una familia completamente distinta de 
proteínas, las inexinas, forman uniones en invertebrados. Se ha en- 
contrado una tercera familia de proteínas del tipo inexina, llamadas 
panexinas, tanto en vertebrados como en invertebrados. Cada partí- 
cula hexagonal de vertebrados consiste en 12 moléculas de conexinas 
asociadas en forma no covalente: seis forman un hemicanal conexón 
cilíndrico en una membrana plasmática que está unida a un hemi- 
canal conexón en la membrana celular adyacente y forman el canal 
acuoso continuo (diámetro 14 A) entre las células. Cada molécula 
de conexina individual tiene cuatro hélices que atraviesan la mem- 
brana con una topología similar a la de la ocludina (véase la Fig. 20- 
17), lo que da como resultado 24 hélices (£ transmembrana en cada 
hemicanal. Las panexinas tambien son capaces de formar canales in- 
tracelulares; sin embargo, los hemicanales de panexina también pue- 
den funcionar para permitir el intercambio directo entre los espacios 
intracelulares y extracelulares. 

Existen 21 genes de conexinas diferentes en los seres humanos, con 
distintos grupos de conexinas expresados en diversos tipos celulares. 
Esta diversidad, junto con la generación de ratones mutantes con muta- 
ciones inactivantes en los genes de conexina, ha resaltado la importancia 
de las conexinas en una amplia variedad de sistemas celulares. Algunas 
células expresan una unica conexina que forma canales homotípicos. 
No obstante, la mavoría de las células expresan al menos dos conexinas; 
estas diferentes proteinas se ensamblan para formar el concxón hetero- 
mérico. La diversidad de la composición de canales lleva a diferencias en 
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FIGURA 20-20 Uniones de hendidura. (a) En esta sección delgada a través 
de una unión de hendidura que conecta dos células hepáticas murinas, las 
dos membranas plasmáticas están estrechamente asociadas a una distancia 
de varios cientos de nanómetros, separadas por una “hendidura” de 2-3 nm. 
En esta vista perpendicular de la cara citosólica de una región de la membrana 
plasmática en las uniones de hendidura, se visualizan NUMEerosas partículas 
apenas hexagonales. Cada partícula se alinea con una partícula similar sobre 
una célula adyacente y forma un canal que conecta las dos células. (c) Modelo 
esquemático de una unión de hendidura que conecta dos membranas 
plasmáticas. Ambas membranas contienen hemicanales conexones, cilindros 
de seis moléculas de conexina con forma de mancuerna. Los dos conexones 
se unen en la hendidura entre las células para formar un canal de unión 

de hendidura, 1,5-2,0 nm de diámetro, que conecta los citosoles de dos 


(o) 
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Hemicanal 
de conexón 


Canal de 
unión de 
hendidura 


Citosol 


Diametro 
más externo 
-90A 


Diámetro 
del canal 
-14A 


células. (d) Modelo de canal conexón de unión de hendidura Cx26 humana 
recombinante determinado por cristalografía de rayos X (resolución 3,5 A). 
(Izquierda) Modelo espacial de una vista lateral de la estructura completa 

de dos hemicanales adheridos orientados como en la parte (c). Cada una 

de estas seis conexinas que comprenden un hemicanal de conexón tiene 
cuatro hélices transmembrana y un color diferente. Las estructuras de las asas 
que conectan las hélices transmembranas no están bien definidas y no se 
muestran. (Derecha) Vista desde el citosol perpendicular a las bicapas, mirando 
hacia el conexón con su poro central. El diámetro del canal del poro es -14 Ay 
está recubierto por muchos aminoácidos polares/cargados. (Parte [a] cortesia de D 
Goodenough, parte (b] cortesía de N. Gilula: parte [d] adaptado de S. Nakagawa y cols, 2010, Curí Opin 
Struct. Biol. 20(4):423-430) 


la permeabilidad del canal. Por ejemplo, los canales formados a partir de 
una isoforma de conexina de 43 kDa, la Cx43 —la conexina con expre- 
sión más ubicua— son más de 100 veces más permeables al ADP y al ATP 
que aquellos formados a partir de Cx32 (32 kDa). 

La permeabilidad de las uniones de hendidura está regulada 
r la modificación postraduccional de las conexinas (p. ej., fos- 


pa : 
ación) y es sensible a los cambios ambientales como el pH in- 


foril 
tracelular y las concentraciones de Ca”*, el potencial de membrana 
y diferencias en el potencial intracelular entre células adyacentes 
interconectadas (“regulación de apertura de canales por voltaje”). 
El N-terminal de las conexinas parece tener especial importancia 
en el mecanismo de apertura de canales. Un ejemplo de la regu- 
lación fisiológica de las uniones de hendidura se produce durante 
el nacimiento de mamíferos. Las células musculares en el útero de 
mamífero deben contraerse fuertemente y en forma sincronizada 
durante el trabajo de parto para expeler el feto. Para facilitar esta ac- 
tividad coordinada, inmediatamente antes y durante el parto existe 
un incremento aproximado de cinco a diez veces en la cantidad de 
conexina miometrial principal, la Cx43, y un aumento en el número 
y el tamaño de las uniones de hendidura, que disminuyen rápida- 
mente después del parto. 

El ensamblaje de las conexinas, su tránsito dentro de las células 
y la formación de uniones de hendidura funcionales aparentemente 
dependen de la N-cadherina y sus proteínas adaptadoras asociadas 
(p. ej., las a. y B cateninas, ZO-1 y ZO-2) como así también de las 
proteínas desmosómicas (placoglobina, desmoplaquina y placofili- 
na-2). Los dominios PDZ en ZO-1 y ZO-2 se unen al C-terminal de 
Cx43 y median su interacción con las cateninas y la N-cadherina. La 
relevancia de estas relaciones es en particular evidente en el corazón, 
que depende de las uniones de hendidura para el acoplamiento eléc- 
trico coordinado, y sobre las uniones de adherencia adyacentes y los 
desmosomas para el acoplamiento mecánico entre los cardiomiocitos 
para lograr la integración intercelular de la actividad eléctrica y el 
movimiento requerido para la función cardíaca normal. Cabe desta- 
car que ZO-1 sirve como un adaptador para las uniones de adheren- 
cia (véase la Fig. 20-13), las uniones estrechas y las de hendidura, lo 
cual sugiere que este y otros adaptadores pueden ayudar a integrar la 


formación y las funciones de estas uniones diversas. 


nes de conexina causan al menos ocho 
a sordera neurosensitiva 
as (Cx43, Cx46 y 


Las mutaciones en los ge 
enfermedades humanas, incluyendo | 
(Cx26 y Cx31), malformaciones cardíacas O catarat 
Cx50) y la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth ligada al cromosoma 
X (Cx32), que está marcada por la degeneración progresiva de los ner- 


vIos periféricos. E 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 20.2 


Uniones entre células y entre célula y MEC y sus 
moléculas de adhesión 


* Las células epiteliales polarizadas tienen superficies apical, basal y 


lateral diferentes. Las microvellosidades que se proyect 
Superficies apicales de muchas células epiteliales expanden de manera 


considerable la superficie celular. 


an desde las 


iones celulares (las uniones de anclaje, 
s de hendidura) se ensamblan en 
áminas y mediar la comunicación 
A su vez, las uniones de 


* Tres importantes clases de un 
las uniones estrechas y las unione 
las células epiteliales para formar | 
entre ellas (véanse las Figs. 20-1 y 20-10). 
anclaje pueden subdividirse en uniones de adherencia, desmosomas y 


hemidesmosomas. 


* Las uniones de adherencia y los desmosomas son uniones de anclaje 
que contienen cadherina, que une las membranas de células adyacentes 


y otorga fuerza y rigidez a Lodo el tejido. 


+ Las cadherinas son moléculas de adhesión celular (CAM) responsables 
de las interacciones dependientes de Ca”* entre las células en los tejidos 
epiteliales y otros. Promueven una fuerte adhesión entre célula y célula 
al mediar tanto las interacciones intracelulares laterales como las 


intercelulares. 


- Las proteínas adaptadoras que se unen al dominio citosólico de las 
cadherinas y otras CAM y receptores de adhesión median la asociación 
del citoesqueleto y de moléculas de señalización con la membrana 
plasmática (véanse las Figs. 20-8 y 20-13). La fuerte adhesión entre 
célula y célula depende de la unión de las CAM interactuantes con el 


citoesquelto. 


+ Los hemidesmosomas son uniones de anclaje que contienen 
integrinas que adhieren las células a elementos de la matriz extracelular 


subyacente. 


+ Las integrinas son una familia grande de proteínas de la superficie 
celular 08 heterodiméricas que median tanto las adhesiones entre 
célula y célula como entre célula y matriz y la señalización desde 
adentro hacia afuera y desde afuera hacia dentro en numerosos tejidos. 


- Las uniones estrechas bloquean la difusión de proteínas y algunos 
lípidos en el plano de la membrana plasmática, lo cual contribuve a 
la polaridad de las células epiteliales. También limitan y regulan el 
flujo extracelular (paracelular) del agua y los solutos desde un lado del 
epitelio hasta el otro (véase la Fig. 20-19). Las dos principales proteínas 
integrales de membrana que se encuentran en las uniones estrechas son 


la ocludina y la claudina. 


+ Las uniones de hendidura se construyen a partir de múltiples copias de 
proteína conexina, ensambladas para formar un canal transsmembrana 
que interconecta los citoplasmas de dos células adyacentes (véase la Fig. 
20-20). Las moléculas pequeñas y los ¡ones pueden pasar a través de 
las uniones de hendidura permitiendo así el acoplamiento eléctrico y 


metabólico de células adyacentes. 


20.3 La matriz extracelular l: la lámina basal 


En los animales, la matriz extracelular (MEC) ayuda a organizar las 
células en tejidos y a coordinar sus funciones celulares mediante la 
activacion de vías de señalización intracelular que controlan el creci- 
miento, la proliferación y la expresión génica celular. La MEC puede 
influir directamente en la estructura y la función celular y tisular. 
Además, puede servir como reposición de moléculas de señalización 


inactivas o inaccesibles (p. ej., factores de crecimiento) que son libe- 
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tados para actuar cuando la MEC es desensamblada o remodelada 
por las hidrolasas, como las proteasas. En efecto, los fragmentos hi- 
drolizados de Las macromoleculas de la MEC pueden en sí mismas 
tener actividad biológica independiente. Muchas funciones de la 
matriz requieren receptores de adhesión transsmembrana, incluyen- 
do las integrinas que se unen directamente a los componentes de la 
MEC y que también interactúan, a través de proteinas adaptadoras, 
con el citoesqueleto. 

Los receptores de adhesión se unen a tres tipo de moléculas 
abundantes de la matriz extracelular de todos los tejidos (véase el 
Cuadro 20-1): 

- Los proteoglucanos, un grupo de glucoproteínas que sellan las células 
y unen una amplia variedad de moléculas extracelulares. 

« Las fibras de colágeno, que proporcionan integridad estructural, 
fuerza mecánica y resilencia. 

* Las proteínas multiadhesivas de la matriz, como la laminina y la fi- 
bronectina, que se unen a los receptores de la superficie celular y los 


entrecruzan, y a otros componentes de la MEC. 


Comenzaremos la descripción con las estructuras y las funciones de 
estos principales componentes de la MEC en el contexto de la lámina 
basal (lamina de la matriz extracelular especializada que cumplen una 
tunción de particular importancia en la determinación de la arquitec- 
tura y la función general del tejido epitelial). En la siguiente sección, se 
analizarán las moléculas de la MEC que se encuentran en los tejidos no 


epiteliales, incluyendo el tejido conectivo. 


(a) 


Superficie basal 


Tejido conectivo Lámina basal 


FIGURA 20-21 La lámina basal separa las células epiteliales y algunas 
otras células del tejido conectivo. (a) Microfotografía electrónica de 
transmisión de una sección delgada de células (arriba) y tejido conectivo 
subyacente (abajo). Puede verse que la capa densa de electrones de la 
lámina basal sigue la ondulación de la superficie basal de las células. (b) 
Microfotografía electrónica de una preparación de grabado profundo por 
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La lámina basal proporciona un soporte 
para el ensamblaje de células en los tejidos 


En los animales, la mayoría de los grupos organizados de células en 


piteliales y no epiteliales están sostenidos o rodeados 


los tejidos e 
a malla laminar de componentes de la MEC q. 


por lámina basal, un es 
no más de 60-120 nm de espesor (Fig. 20-21). La lámina basal está 


estructurada de distinto modo en diferentes tejidos. En los epitelio, 
cilíndricos y otros como el revestimiento intestinal y la piel, es yn, 
la cual descansa una sola superficie de células. En otros 


base sobre 
sculo o la grasa, la lámina basal rodea cada có. 


tejidos, como el mú 
lula. La lámina basal cumple funciones importantes en la regene. 


ración después del daño tisular y en el desarrollo embrionario. Por 
ejemplo, la lámina basal ayuda a los embriones de cuatro a ocho 
células a adherirse juntos en una esfera. En el desarrollo del sistema 
nervioso, las neuronas migran a lo largo de vías de la MEC que con- 
tienen componentes de la lámina basal. En los animales superiores, 
se utilizan dos láminas basales distintas para formar una fuerte ba- 
rrera que limita la difusión de moléculas entre la sangre y el cerebro 
(barrera sangre-cerebro), y en el riñón, una lámina basal especiali- 
zada sirve como un filtro de sangre de permeabilidad selectiva. En 
el músculo, la lámina basal contribuye a proteger a las membranas 
celulares del daño durante la contracción/relajación y evita las dis- 
trofias musculares. Así, la lámina basal es importante para la orga- 
nización de las células en tejidos y compartimientos diferentes, en 
la reparación tisular, en la formación de barreras de permeabilidad 
y como guía de células en migración durante el desarrollo. Por lo 


Fe 
- Y 
SS o Se 
¡E A 
AZ 


E pa 
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Proteínas receptoras 
de la superficie celular 


Fibras de colágeno 


congelación rápida del músculo esquelético que muestra la relación de la 
membrana plasmática, la lámina basal y el tejido conectivo circundante 
En esta preparación, la lámina basal se revela como una red de proteinas 
ñlamentosas que se asocia con la membrana plasmática y las fibras de 
colágeno más gruesas del tejido conectivo. (Parte la] cortesa de P EizGerald 


Y vi tavicett 1981, Treceí!, 2ded. Saunders/Photo Pesearchers cortesia da John Heus: 


FIGURA 20-21 Principales proteínas componentes de la lámina basal. 
El colágeno tipo IV y la laminina forman cada una redes bidimensionales que 


tanto, no es sorprendente que los componentes de la lámina basal se 
hayan conservado en gran medida a través de la evolución. 

La mayoría de los componentes de la MEC en la lámina basal 
son sintetizados por las células que reposan sobre ella. En la lámina 


basal se encuentran cuatro componentes de proteínas ubicuas (Fig. 
20-22): 


* Colágeno tipo IV, moléculas triméricas con dominios globulares y tipo 
varilla que forman una red bidimensional. 


* Lamininas, una familia de proteínas multiadhesivas con forma de cruz 
que forman una red bidimensional fibrosa con colágeno tipo IV y que 
también se unen a las integrinas y otros receptores de adhesión. 


* Perlecano, un proteoglucano multidominio grande que se une y en- 
trecruza muchos componentes de la MEC y moléculas de la superficie 
celular. 


* Nidógeno (también conocido como entactina), una molécula tipo 
varilla que entrecruza colágeno tipo 1V, perlecano y laminina y ayuda 
a incorporar otros componentes a la MEC y también estabiliza la 
lámina basal. 


Otras moléculas de la MEC, como los miembros de la antigua familia 
evolutiva de glucoproteínas llamadas fibulinas, son incorporadas a va- 
rias laminas basales, dependiendo del tejido y los requerimientos fun- 
cionales particulares de la lámina basal. 

Como se describe en la Figura 20-1, un lado de la lámina basal 
está conectado a las células mediante receptores de adhesión, inclu- 
yendo las integrinas en los hemidesmosomas, que se unen a la lami- 
nina en la lámina basal. El otro lado de la lámina basal está anclado al 
tejido conectivo adyacente mediante una capa de fibras de colágeno 
embebidas en una matriz rica en proteoglucanos. En los epitelios 
£Scamosos estratificados (p. ej. piel), esta unión está mediada por 
fbrillas de anclaje del tipo colágeno tipo TV. Juntas, la lámina basal y 
las fbrillas de anclaje a colágeno forman la estructura que se deno- 


Mina membrana base. 


Colágeno tipo IV 


FP 


Laminina Nidógeno/entactina Perlecano 


están entrecruzadas por moléculas de entactina y perlecano ¡2daprado de E Albert 


y cols. 1994, Molecular Biology of the Cell. 3d ed Garland. p 991 


La laminina, una proteína multiadhesiva 
de la matriz, ayuda a entrecruzar los componentes 
de la membrana basal 


La laminina, la principal proteína multiadhesiva de la matriz en la 
lámina basal, es una proteína heterodimérica que comprende cade- 
nas Qt, B y y. Al menos 16 isoformas de laminina en los vertebrados 
se ensamblan a partir de cinco cadenas 0%, tres B y tres y, nombradas 
para reflejar la composición de cadenas: laminina-aBy (p. ej., lami- 
nina-111 0 laminina-511). Cada laminina exhibe un patrón distinti- 
vo de expresión específico de tejido y de estadio del desarrollo. Como 
se muestra en la Figura 20-23, muchas lamininas son proteínas gran- 
des, con forma cruzada (peso molecular de alrededor de 820 000), 
aunque algunas tienen forma de Y o de bastón. Los dominios globu- 
lares en el N-terminal de cada subunidad se unen a otro y así median 
el autoensamblaje de las lamininas para formar redes del tipo malla 
que, junto con sus uniones a los receptores de laminina sobre las 
células, son esenciales para el ensamblaje de la lámina basal. Cinco 
dominios LG globulares en el extremo C-terminal de la subunidad O 
de la laminina median la unión dependiente de Ca” a los recepto- 
res de laminina en la superficie celular, incluyendo ciertas integrinas 
(véase el Cuadro 20-3), como así también los glucolípidos sulfata- 
dos, el sindecano y el distroglucano, que se describirán más adelante, 
en la Seccion 20.4. Algunas de estas interacciones se realizan a través 
de hidratos de carbono cargados negativamente sobre los receptores. 
Los dominios LG se encuentran en una amplia variedad de otras 
proteínas y pueden mediar la unión a esteroides y proteínas, como 
así tambien a hidratos de carbono. La laminina es el principal ligan- 
do de la lámina basal de las integrinas. 


El colágeno tipo IV formador de láminas es el 
principal componente estructural de la lámina basal 


El colágeno tipo IV es, junto con la laminina, un componente estructu- 
ral principal de toda las láminas basales y puede unirse a receptores de 
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FIGURA 20-23 Laminina, una proteína (a) Lamininas Cadena a: (PM 400 e 

heterotrimérica multiadhesiva de la (autoensambladas), Cadena Y Y 
matriz que se encuentra en todas las Cadena $ integrinas (PM 205 000) e y 
láminas basales. (a) Modelo esquemático (PM 215 000) —— 

de la laminina con forma de cruz que ES 

muestra la forma general, la localización 

de los dominios globulares y la región de 

espiral enrollada en la cual las tres cadenas Lamininas Lamininas 

de laminina están covalentemente unidas (autoensambladas), (autoensambladas), 

por diversos enlaces disulfuros. Diferentes colágeno colágeno 


regiones de laminina se unen a los receptores 
de superficie celular y varios componentes 
de la matriz (indicados por flechas). Recuadro: 


Hélice a espiral enrollada 


las lamininas se ensamblan en una red a ¿E 
través de interacciones entre sus dominios un) 
globulares N-terminales. (b) Microfotografías 

e lé " 
electrónicas de la molécula intacta de Dominios LG, 


laminina que muestra su apariencia de cruz 
característica (izquierda) y los dominios LG de 
unión a hidrato de carbono cerca del extremo 


de unión a receptores 
celulares (integrinas, 
sindecanos, glucolípidos 
sulfatados, distroglucano) 


C-terminal (derecha). (Parte [a] adaptada de G.R Martin 

y R. Timpl, 1987, Ann. Rev Cell Biol. 3:57; Durbeej M. Laminins, 

2010, Cell Tissue Res 339(1):259-268; y S. Meinen, P Barzaghi, S (b) 
Lin, H. Lochmuller y MA, Ruegg, 2007, J Cell Biol, 176(7)979- 

993 Parte [b] de R. Timpl y cols. 2000, Matrix Biol. 19 309; 


fotografía en cortesia de Jurgen Engel.) 


adhesión, incluyendo algunas integrinas. El colágeno tipo IV es uno de 
al menos 28 tipos de colágeno en los seres humanos que participan en 
la formación de matrices extracelulares en varios tejidos (Cuadro 20-4). 
También existen al menos 20 proteínas del tipo colágeno adicionales 
(como los colágenos de defensa de huéspedes) en el proteoma humano. 
Aunque los colágenos difieren en ciertas características estructurales y 
en la distribución de tejido, todos son proteínas triméricas sintetizadas 
a partir de tres polipéptidos, cada uno de los cuales está codificado por 
al menos 43 genes en los seres humanos, en general llamadas cadenas aL 


FIGURA 20-24 La triple hélice de colágeno. (3) (Izquierda) Vista lateral de la 
estructura cristalina de un fragmento polipeptídico cuya secuencia se basa en 
grupos repetitivos de tres aminoácidos, Gly-X-Y, característica de las cadenas 

a. de colágeno. (Centro) Cada cadena gira y forma una hélice levógira, y las 

tres cadenas se enrollan una alrededor de la otra para formar una triple hélice 
destrógira. El modelo esquemático (derecha) ilustra claramente la naturaleza 
triple helicoidal de la estructura y muestra el giro levógiro de las cadenas 
individuales de colágeno az (línea roja). (b) Vista vertical del eje de la triple 
hélice. Las cadenas laterales de protones de los residuos de alicina (naranja) 
apuntan hacia el espacio muy estrecho entre las cadenas polipeptídicas en el 
centro de la triple hélice. En las mutaciones del colágeno en las cuales otros 
aminoácidos reemplazan a la glicina, el protón de la alicina es reemplazado por 
grupos más grandes que interrumpen el empaquetamiento de las cadenas y 
desestabilizan la estructura triple helicoidal. (Adaptado de R. Z. Kramer y cols, 2001, J Mol 
Biol311:131) 
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de colágeno. Las tres cadenas 01 pueden ser idénticas (homotriméricas) 
o diferentes (heterotriméricas). Todas las moléculas de colágeno de tres 
hebras o parte de ellas pueden enroscarse juntas y formar una triple 
hélice especial llamada hélice triple de colagenosa. Cuando existe más 
de un segmento helicoidal triple, estos segmentos se unen mediantes 
regiones no helicoidales de la proteína. Dentro de un segmento helicoi- 
dal, cada una de las tres cadenas QL se enrosca en una hélice levógira, y 
las tres cadenas luego se entrelazan una alrededor de la otra para for- 
mar una triple hélice levógira (Fig. 20-24). 


Colágenos seleccionados 


C . o... . 
Tipo o Ñ emposición M5 la molécula Características estructurales Tejidos representativos 
Colágenos fibrilares ] - es Ñ 
: A NA Fibrillas de 30 nm de largo Piel, tendón, hueso, ligamentos, 
dentina, tejidos intestinales 
I [a (Mm), Hi 
ñ [0.1 (HI ] Henao deJargo Cartílago, humor vítreo 
: ), Fibrillas de 30 nm de largo; a menudo con tipo 1 pjel, músculo, vasos sanguíneos 
[a1(V)),[a(W)],[a1(V)), Fibrillas de 390 nm de largo con extensiones glo-  Córnea, dientes, huesos, 
bulares en el N-terminal; a menudo, con tipo | placenta, piel, músculo liso 
Colágenos asociados a fibrilla 
ls [a1(VD][a2(VD][a3(vI)] Asociación lateral con tipo TI; dominios La mayoría de los tejidos 
globulares periódicos intesticiales 
HR bol loc 101 [a3(1X)] Asociación lateral con tipo II; Cartílago, humor vítreo 
Dominio globular en el N-terminal; unido a 
GAG 


Colágenos formadores de lámina y de anclaje 


IV [0:1(1V)],[02(1V)] Red bidimensional Todos lámina basal 
vil [o1(VID), Fibrillas largas Por debajo de la lámina basal 
XV [a1(XV)], Proteína central de proteoglucano de la piel 

condroitín-sulfato Extendido; cerca de la lámina 


basal en músculos 


Colágenos transmembrana 


XI [a1(XID), Proteína integral de membrana Hemidesmosomas en la piel 


XVII [0.1 (XVII)] Proteína integral de membrana Hemidesmosomas en la piel 
3 


Colganenos de defensa del huésped 


Colectinas Oligómeros de triple hélice; dominios lectina Sangre, espacio alveolar 
Clg Oligómeros de triple hélice Sangre (complemento) 
Receptores barrenderos Proteínas de membranas homotriméricas Macrófagos 

clase A 


FUENTE: K. Kuhn, 1987, in R. Mayne y R. Burgeson eds., Structure and Function of Collagen Types, Academic Press, p.2 and M. van der Restand R. Garrone, 1991, FASEB J. 5:2814, 
>> Ms . ¡a + y . 1 eb 


La triple hélice de colágeno puede formarse debido a la abundan- estabilizan la hélice triple hebra distintiva. El grupo hidroxilo en la 
cia inusual de tres aminoácidos: glicina, prolina y una forma modifi- hidroxiprolina ayuda a mantener su anillo en una conformación que 
2-15). Ellos for- estabiliza la hélice triple hebra. 


cada de prolina llamada hidroxiprolina (véase la Fig. E o 0% 
man el motivo de secuencia repetitiva característico Gly-X-Y, donde Existen diversos receptores de superficie celular distintivos para 


X e Y pueden ser cualquier aminoácido pero por lo general, prolina ¿ea | 
encia, lisina e hidroxilisina. La siguiente sección. Estos receptores de superficie celular incluyen cier- 


el colágeno IV y otros tipos de colágeno, los cuales se analizan en la 


e hidroxiprolina y con menos frecu 
glicina es esencial debido a su cadena 
hidrógeno, es la única que puede ajust 
dela hélice de triple hebra (véase la Fig. 


Seno ayudan a mantener las tres cadenas juntas. Aunque las uniones | | pl ¡ 
rígidas de prolina-peptidil e hidroxiprolina-peptidil no son compa- cruciales en ayudar al ensamblaje de la MEC y en la integración de la 


tíbles con la formación de una hélice O. clásica de simple hebra, ellos actividad celular con la MEC. 


lateral pequeña, un átomo de tas integrinas, dominios discoidina receptores 1 y 2 (receptores tiro- 
ar en el centro congestionado sincinasa), glucoproteina 1V (plaquetas), receptor 1 tipo Ig asociado 
20-24). Los enlaces de hidró- a leucocito, miembros de la familia de receptor de manosa y una for- 


ma modificada de la proteína CD44. Ellos pueden cumplir funciones 


20.3 La matriz extracelular |: la lámina basal 949 


4) ANIMACIÓN FOCALIZADA: Ensamblaje de colágeno t 


FIGURA 20-25 Estructura y ensamblaje del colágeno tipo IV. ( 
Representación esquemática de colágeno tipo IV. Esta molécula de 400 nm 
de largo tiene un dominio globular no colagenoso en el extremo N-terminal 
y un gran dominio globular en el extremo C-terminal La triple hélice está 
interrumpida por segmentos no helicoidales que introducen angulacione 
Nexibles en la molécula. Las interacciones laterales entre los segmentos triples 
helicoidales, cono así también las interacciones cabeza a cabeza y cola con 
cola entre los dominios alobulares, forman dimeros, tetrámeros,y complejos 
de orden superior, lo que resulta en una red similar a una lámina. Múltiples 
enlaces inusuales de sulflimina (-S=N-) o enlaces tioéter entre residuos 
de hidroxilisina (o lisina) y metionina entrecruzan covalentemente algunos 
dominios C-terminales adyacentes y contribuyen a la estabilidad de la red. (b) 
Microfotografía electrónica de la red de colágeno tipo IV formada in vitro La 
apariencia de encaje es el resultado de la flexibilidad de la molécula, la unión 
de lado a lado entre los segmentos de triple hélice (fechas blancas) y las 
interacciones entre los dominios globulares C-terminales (Ñechas amarillas) 
Parte la] adaptado de A. Boutaud, 2000, ) Biol Chem 275:30716. Parte [b] cortesia de P Yurchenco, véase 


PYurchenco y G. € Ruben, 1987, J Cell Bio! 105:2559) 


Las propiedades únicas de cada tipo de colágeno se deben prin- 
cipalmente a diferencias en (1) el número y las longitudes de los 
segmentos helicoidales triples de colágeno; (2) los segmentos que 
flanquean o interrumpen los segmentos triple hélices y que se plie- 
gan en otras clases de estructuras tridimensionales; y (3) la modif- 
cación covalente de las cadenas ax (p. ej., hidroxilación, glucosilación, 
oxidación, entrecruzamiento). Por ejemplo, las cadenas en el colá- 
geno tipo IV se designan cadenas IVa. Los mamíferos expresan seis 
cadenas IVa. homólogas, que se ensamblan en tres colágenos tipo IV 
heterotriméricos diferentes con propiedades distintas. Sin embargo, 
todos los subtipos de colágeno IV forman una triple hélice larga de 
400 nm (Fig. 20-25) que es interrumpida alrededor de 24 veces con 
segmentos no helicoidales y flanqueada por dominios globulares 
más grandes en el extremo C terminal de las cadenas y más pequeños 
en el extremo N-terminal. Las regiones no helicoidales introducen 
flexibilidad en la molécula. A través de las asociaciones como de las 
interacciones laterales que comprenden los extremos N y C terminal, 
las moléculas de colágeno tipo IV se ensamblan en una red fibrosa 
bidimensional irregular y ramificada que forma un entramado sobre 
el cual, junto con el entramado de laminina, se construye la lámina 
basal (véanse las Figs. 20-22 y 20-25). 


En el riñón, una lámina basal doble llamada la membrana base 

glomerular separa el epitelio que recubre el espacio urinario del 
endotelio que reviste los capilares circundantes llenos de sangre. Los 
defectos en esta estructura, que es la responsable de la ultrafiltración 
de la sangre y la formación inicial de orina, pueden llevar a fallas re- 
nales. Por ejemplo, mutaciones que alteran el dominio globular C 
terminal de ciertas cadenas IVa están asociadas con insuficiencia re- 
nal progresiva, como así también con pérdida de la audición senso- 
rioneural y anormalidades oculares, un trastorno conocido como 
síndrome de Alport. En el síndrome de Goodpasture, una enfermedad 
autoinmunitaria relativamente rara, los anticuerpos se unen a las ca- 
denas 0.3 del colágeno tipo IV que se encuentran en la membrana 
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El perlecano, un proteoglucano, forma enlaces 
cruzados entre los componentes de la lámina basal 
y los receptores de la superficie celular 


El perlecano, cl principal proteoglucano secretado en la lámina bas- 


al, io en una proteína centro multidominio grande (-470 kDa) 
constituida por repeticiones de cinco dominios distintos, que incluyen 


dominios LG del tipo laminina y dominios de le. Lo umerosa per 


iciones globulares otorgan la apariencia de un collar de perlas cuan- 
do es visualizado con microscopia electrónica; de allí el nombre de 
erlecano. El perlecano es una glucoproteína que contiene tres tipos 
de cadenas de polisacáridos covalentes: N-unido (véase el Cap. 14), 
O-unido y los glucosaminoglucanos (GAG) (los azúcares O-unidos 
y los GAG se analizan a continuación, en la Sección 20.4). Los GAG 
son polímeros largos de repetición de disacáridos. Las glucoproteínas 
que contienen cadenas GAG unidas covalentemente se denominan 
proteoglucanos. La proteína que constituye un proteoglucano suele 
denominarse proteína centro, sobre la cual se adhieren las cadenas de 
GAG. Tanto la protelha como los componentes GAG del perlecano 
contribuyen a su capacidad para incorporarse y definir la estructura 

función de la lámina basal. Debido a sus múltiples dominios y ca- 
denas de polisacáridos que tienen propiedades de unión distintivas, 
el perlecano se une a docenas de otras moléculas, incluyendo otros 
componentes de la MEC (p. ej., laminina, nidógeno), receptores de 
la superficie celular y factores de crecimiento polipeptídico. La unión 
simultánea a estas moléculas da como resultado el entrecruzamiento 
mediado por el perlecano. El perlecano puede encontrarse en la lámina 
basal y en la MEC de lámina no basal. El receptor de adhesión distro- 
glucano puede unir directamente perlecano, a través de sus dominios 
Lg, e indirectamente, a través de su unión a laminina. En los seres hu- 
manos, las mutaciones en el gen de perlecano pueden llevar al enan- 
ismo o a anormalidades musculares, aparentemente debido a la dis- 
función de la unión neuromuscular que controla el disparo muscular. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 20.3 
La matriz extracelular 1: la lámina basal 


-« La lámina basal, una malla delgada de las moléculas de la matriz 
extracelular (MEC), separa la mayoría de los epitelios y otros grupos 
organizados de células del tejido conectivo adyacente. Juntas, la lámina 
basal y la red de colágeno inmediatamente adyacente forman una 
estructura denominada membrana basal. 

« Cuatro proteínas de la MEC se encuentran en toda la lámina 
basal (véase la Fig. 20-22): la laminina (una proteína de la matriz 
multiadhesiva), colágeno tipo IV, perlecano (un proteoglucano) y 
nidógeno/enactina. 

« Los receptores de la superficie celular como las integrinas anclan 
las células a la lámina basal, que a su vez está conectada con otros 
componentes de la MEC (véase la Fig. 20-1). La laminina en la lámina 
basal es el principal ligando de la integrina 0.684 (véase el Cuadro 20-3). 


* La laminina y otras proteínas multiadhesivas de la matriz son 


moléculas multidominio que unen múltiples receptores de adhesión y 


componentes de la MEC. 

* Las moléculas de colágeno tipo IV, grandes y flexibles, interactúan 
extremo con extremo y lateralmente para formar una malla de sostén a 
la cual se unen otros componentes de la MEC y receptores de adhesión 
(véanse las Figs. 20-22 y 20-25). 

* El colágeno tipo IV es un miembro de la familia de proteínas de 
colágeno distinguida por la presencia de la secuencia de repetición 
tripéptido de Gly-X-Y que da origen a la estructura triple hélice de 
colágeno (véase la Fig. 20-24). Los diferentes colágenos se distinguen 
por la longitud de las modificaciones químicas de sus cadenas Ql y 


por la presencia de segmentos que interrumpen o flanquean sus 
regiones de triple hélice. 

+ El perlecano, un proteoglucano presente principalmente en la 
lámina basal, une muchos componentes de la MEC y receptores de 
adhesión. Los proteoglucanos consisten en proteínas centro secretadas 
o asociadas a la membrana covalentemente unida a una o más cadenas 
de polisacáridos especializados llamados glucosaminoglucanos (GAG). 


20.4 La matriz extracelular Il: tejido conectivo 


El tejido conectivo como el tendón y el cartílago difiere de otros tejidos 
sólidos en que la mayoría de su volumen está constituido de matriz 
extracelular en lugar de células. Esta matriz se empaca con proteínas 
fibrosas insolubles. Los componentes clave de la MEC en el tejido co- 
nectivo, alguno de los cuales también se encuentran en otros tipos de 


tejidos, son: 


* Colágenos, moléculas triméricas que suelen agruparse para formar fi- 
bras (colágenos fibrilares). 


* Glucosaminoglucanos (GAG), cadenas de polisacárido lineal especia- 
lizado de disacáridos repetitivos que pueden estar altamente hidrata- 
dos y conferir propiedades de físicas y de unión (p. ej., resistencia a la 


compresión). 


- Proteoglucanos, las glucoproteínas contienen una o más cadenas de 
GAG unidas covalentemente. 


+ Proteínas multiadhesivas, proteínas multidominio grandes que suelen 
abarcar muchas copias (“repeticiones”) de unos pocos dominios dis- 
tintivos que se unen y forman enlaces cruzados con una variedad de 
receptores adhesivos y componentes de la MEC. 


* Elastina, una proteína que forma el centro amorfo de fibras elásticas. 


El colágeno es la proteína fibrosa más abundante en el tejido conec- 
tivo. Las fibras de elastina del tipo caucho, que puede estirarse y rela- 
jarse, también está presente en sitios deformables (p. ej., piel, tendones, 
corazón). Las fibronectinas, una familia de proteínas multiadhesivas 
de la matriz, forman sus propias fibrillas distintivas en la matriz de 
muchos tejidos conectivos. Aunque en el tejido conectivo se encuen- 
tran varios tipos de células, los diversos componentes de la MEC son 
producidos principalmente por células denominadas fibroblastos. En 
esta sección exploramos la estructura y la función de los diversos com- 
ponentes en la MEC del tejido conectivo, como así también cómo se 
degrada y remodela la MEC mediante una variedad de proteínas es- 
pecializadas. 


Los colágenos fibrilares son las principales 
proteínas fibrosas en la MEC y en los tejidos 
conectivos 


Alrededor del 80-90% del colágeno en el cuerpo consiste en colágenos 
fibrilares (tipo 1, II y IT), localizados principalmente en los tejidos co- 
nectivos (véase el Cuadro 20-4). Debido a su abundancia en el tejido 
rico en tendón como la cola de rata, el colágeno tipo 1 es fácil de aislar 
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FIGURA 20-26 Biosíntesis de los colágenos fibrilares. 
Paso M las cadenas de pro: úlageno a se sintetizan sobre 
nbosomas asociados con el reticulo endoplasmáuco (RE rugos: 
y en el RE los oligosacáridos unidos a asparigina se añaden 

2 propeptido C-terminal Paso KB los propepudos se asocian 
para formar trimeros y están unidos de manera covalente 
por enlaces disulfuro, y residuos seleccionados en el triplete 
Gly CY son covalentemente modificados (ciertas prolimas 
y Iisinas son hidroxiladas, se adhiere galactosa o galactosa 
alucosa [(hexágonos] a algunas hidroxilisinas, las prolinas están 
isomerizadas de cis>trans). Paso EX estas modificaciones 
facilitan la formación similar a una cremallera, la estabilización de 
la triple hélice y la unión mediante la proteína chaperona Hspd47 
(véase el Cap. 13), que puede estabilizar las hélices o evitar la 
agregación prematura de los trimeros o ambos. Pasos E y El 

los procolágenos plegados son transportados hasta y a través 
del aparato de Golgi, donde se produce parte de la asociación 
lateral en haces pequeños. Las cadenas luego son secretadas 
(paso BB), los propéptidos N- y C-terminales son eliminados 
(paso El) y los trimeros se ensamblan en fibrillas y se entrecruzan 
covalentemente (paso EJ). El escalonamiento de 67 nm de los 
trímeros otorga a las fibrillas una apariencia estriada en las 
microfotografías electrónicas (recuadro). (Adaptado de A Y Persikov y B 
Brodsky, 2002, Proc. Nar l Acad. Sc: USA 99:1101-1103) 


Citosol 


y fue el primero en ser caracterizado. Su unidad estructural fundamen- 
tal es una triple hélice larga (300 nm), delgada (1,5 nm de diámetro) 
(véase la Fig. 20-24) que consiste en dos cadenas :1(1) y una cadena 
02(1), cada una de 1 050 aminoácidos de longitud. Las moléculas triple 
hélice se empaquetan estrechamente y se enrollan una alrededor de la 
otra formando microfibrillas que se asocian con polímeros de orden 
superior llamados fibrillas, que a su vez suelen agruparse para formar 
haces denominados fibras (Fig. 20-26). 

Las de colágeno menos abundantes, pero no menos importantes, 
incluyen los colágenos asociados a fibrillas, que conectan los colágenos 
fibrilares entre sí o con los componentes de la MEG; los colágenos for- 
madores de lámina y de anclaje, que forman redes bidimensionales en 
la lámina basal (tipo IV) y conectan la lámina basal en la piel al teji- 
do conectivo subyacente (tipo IV); los colágenos transmembrana, que 
funcionan como receptores de adhesión; y los colágenos de defensa del 
huésped, que contribuyen a que el cuerpo reconozca y elimine patóge- 
nos. Resulta interesante destacar que varios colágenos (p. ej., tipos IX, 
XVIII y XV) también son proteoglucanos con GAG unidos covalente- 
mente (véase el Cuadro 20-4). 


El colágeno fibrilar se secreta y se ensambla en 
fibrillas fuera de la célula 


Los colágenos fibrilares son proteínas secretadas, producidas princi- 
broblastos en la MEC. La biosíntesis y la secreción del 


palmente por fi 
a vía normal para una proteína secretada, descrita en 


colágeno siguen l 
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detalle en los Capítulos 13 y 14. Las cadenas Qt de colágenos son sinte- 
tizadas como precursores más largos, llamados cadenas pro-Q, por ri- 
bosomas adheridos al retículo endoplasmático (RE). Las cadenas pro-0! 
sufren una serie de modificaciones covalentes y se pliegan para formar 
moléculas de procolágeno triple helicoidales antes de ser liberadas desde 
las células (véase la Fig. 20-26). 

Después de la secreción de procolágeno desde la célula, las pepti- 
dasas extracelulares eliminan los propéptidos N-terminal y C-terminal. 
En los colágenos fibrilares, las moléculas resultantes, que consisten casi 
enteramente en una hélice triple hebra, se asocian lateralmente para ge- 
nerar fibrillas con un diámetro de 50-200 nm. En las fibrillas, las molé- 
culas de colágeno adyacentes están separadas unas de otras por 67 nm, 
alrededor de un cuarto de su longitud. Esta disposición escalonada 
produce un efecto estriado que por microscopia óptica y electrónica 
puede verse como imágenes de fibrillas de colágeno (véase la Fig. 20-26, 
recuadro). Las propiedades únicas de los colágenos fibrilares se deben 
principalmente a la formación de fibrillas. 

Pia ero is o pi Heli ia ant 
enas QA de colágeno fibrilar son de particular im- 

portancia en la formación de fibrill 4 sde 
tos, las cadenas laterales de lisina A hd e iris e o 
modificados por lisi] oxidasas pe y Dia e 
lugar del grupo amino en el extr e main da 
de aldehído reactivo forman 2100 de la cadena Jatesal, Estos grupo” 
de lisina, hidroxilisina, e histidina « a a pal 
entrecruzamientos estabilizan el a no Pates de ndo 
paquetamiento lado a lado de las 
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FIGURA 20-27 Interacciones de colágenos fibrosos con colá 

no fibrosos asociados a fibrillas. (3) En los tendones, las los 

estan 1 las onentadas en la dirección de la tensión apli ada 3) eden , 
proteoglucanos y el colágeno tipo VI se unen no covalentemente x - cs 
¿cubren la superficie. Las microfbrillas de ' 2098 llos 


colágeno tipo VI, c 
> pe , que contienen 
ceQmentos globulares y triples helicoidales, se unen a | 


conectan para formar fibras más gruesas. (b) En e 
colágeno tipo IX están unidas covalentemente a intervalos regulares a lo | 

de las fibrillas tipo II. Una Cadena de condroitín-sulfato, unida cola See 
¿ cadena 02(1X) en el ángulo flexible, se proyecta hacia afuera desde la “ m0. a 
como lo hace en la región N-terminal globular (Parre rs pd ñ 


118101103 393 Parte [b], véase L. M. Shaw y B Olson 1991, Trends Biochem Sci 18:191, 
chem ) 


as fbrillas tipo l y las 
I cartílago, las moléculas de 


moléculas de colágeno y generan una fibrilla muy fuerte. La elimina- 
ción de las propéptidos y el entrecruzamiento covalente se produce en 


el espacio extracelular para evitar el ensamblaje potencialmente catas- 
trófico de las fibrillas dentro de la célula. 


Ñ Las modificaciones postraduccionales de las cadenas pro-0L son 
cruciales para la formación de moléculas de colágeno maduro y 
sus ensamblajes en fibrillas. Defectos en estas modificaciones tienen 
consecuencias graves, como experimentaban frecuentemente los mari- 
neros antiguos. Por ejemplo, el ácido ascórbico (vitamina C) es un co- 
factor esencial para las hidroxilasas responsables de la adición de gru- 
pos hidroxilos a los residuos de prolina y lisina en las cadenas pro-a2. En 
las células sin ascorbato, como en la enfermedad escorbuto, las cadenas 
pro-a no están lo suficientemente hidroxiladas para formar procoláge- 
no triple hélice estable a temperatura corporal normal, y el procoláge- 
no que se forma no puede ensamblarse en fibrillas normales. Sin el so- 
porte estructural del colágeno, los vasos sanguíneos, los tendones y la 
piel se tornan frágiles. La fruta fresca en la dieta puede proporcionar 
suficiente vitamina C para mantener la formación de colágeno normal. 
Históricamente, se proveía con lima a los navegantes británicos para 
evitar el escorbuto, lo cual derivó en que se los denominara “limeros.” 
Mutaciones en los genes de la lisil hidrolasa también pueden causar 


defectos en el tejido conectivo. E 


Los colágenos tipo | y Il se asocian con colágenos 
no fibrilares para formar diversas estructuras 


Los colágenos difieren en las estructuras de las fibras que forman y 
cómo estas fibras se organizan en mallas. De los tipos predominan- 
tes de colágeno que se encuentran en los tejidos CONEEIvOS, el tipo 
l forma fibras largas, mientras que las redes de colágeno tipo II se 
parecen más a una malla. En los tendones, por ejemplo, las fibras de 
colágeno tipo I largas conectan los músculos a los agur y deben 
soportar fuerzas enormes. Debido a que las fibras de colAgeno apo 
l tienen gran fuerza tensora, los tendones suelen estirarse sio rom- 
perse. En efecto, gramo a gramo, el colágeno po I es más fuerte 
que el acero. Dos colágenos fibrilares cuantitativamente menores, 
tipo V y tipo XI, se ensamblan junto con el EA la ala 
formar fibras y regular así las estructuras Y propiedades de e me 
Por ejemplo, la incorporación del colágeno tipo V produce fibras de 


Menor diámetro. 
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Las fibrillas de colágeno tipo 1 también se usan como barras de re- 
fuerzo para la construcción de hueso. Los huesos y los dientes son duros y 
fuertes debido a que contienen grandes cantidades de dalita, un mineral 
que tiene fosfato y calcio cristalino. La mayoría de los huesos contienen 
alrededor de un 70% de minerales y un 30% de proteínas, la gran mayo- 
ría de las cuales es colágeno tipo 1. Los huesos se forman cuando ciertas 
células (condrocitos y osteoblastos) secretan fibrillas de colágeno que 
luego son mineralizadas por deposición de pequeños cristales de dalitas. 

En muchos tejidos conectivos, en particular el músculo esquelético, 
los proteoglucanos y un colágeno asociado a fibrilla denominado colá- 
geno tipo VI se unen en forma no covalente a los lados de las fibrillas 
tipo 1 y pueden unir las fibrillas para formar fibras de colágeno más 
gruesas (Fig. 20-274). El colágeno tipo VI es inusual en el sentido en que 
la molécula consiste en una triple hélice relativamente corta con domi- 
nios globulares en ambos extremos. La asociación lateral de dos tipos de 
monómeros genera un dímero “antiparalelo,” La asociación de extremo 
con extremo de estos dímeros a través de sus dominios globulares forma 
las “microfibrillas” tipo VI. Estas microfibrillas tienen una apariencia de 
cuentas en un collar, con alrededor de regiones triple hélice de 60 nm de 
largo separadas por dominios globulares de 40 nm de largo. 

Las fibrillas de colágeno tipo ll, el principal colágeno en el car- 
tílago, son más pequeñas en diámetro que las tipo 1 y se originan 
aleatoriamente en una matriz de proteoglucano viscosa. Las fibrillas 
de colágeno rígido imparten fuerza a la matriz y le permiten resistir 
grandes deformaciones. Las fibrillas tipo 11 forman enlaces cruzados 
con los proteoglucanos de la matriz a través del colágeno tipo IX, otro 
colágeno asociado a fibrillas. El colágeno tipo IX y varios otros tipos 
relacionados tienen dos o tres segmentos de triple hélice conectados 
por angulaciones flexibles y un segmento globular N-terminal (Fig. 
20-27b). El segmento N-terminal del colágeno tipo IX se extiende des- 
de las fibrillas hasta el extremo de uno de sus segmentos helicoidales, 
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como lo hace una cadena de GAG que a veces se une a las cadenas tipo 


IX. Se cree que estas estructuras que sobresalen anclan las fibrillas tipo 
Il alos proteoglucanos y a otros componentes de la matriz. La estructu- 


' a , 5 j relacionados 
ra triple hélice interrumpida del colágeno tipo IX y otros relac 


evitan que se ensamblen en fibrillas, aunque pueden asociarse con fi- 


brillas formadas a partir de otros tipos 
zamientos covalentes entre ellos. 


de colágenos y formar entrecru- 


Las mutaciones que afectan el colágeno tipo 1 y sus proteínas aso- 
ciadas causan una variedad de enfermedades humanas. Ciertas 
mutaciones en los genes que codifican las cadenas de colágeno tipo I 
0:1(1) o 0:2(1) causan osteogénesis imperfecta, o enfermedad de los hue- 
sos quebradizos. Debido a que la tercera posición en una cadena de 
colágeno o. debe ser una glicina para que se forme la triple hélice (véase 
la Fig. 20-24), las mutaciones de glicina a casi cualquier otro aminoáci- 
do son perjudiciales y dan como resultado hélices inestables mal for- 
madas. Solo una cadena ol defectuosa de las tres en una molécula de 
colágeno puede interrumpir la estructura y la función de triple hélice 
de la molécula. Una mutación en una copia simple (alelo) de cualquie- 
ra de los genes 0:1(1) o 0,2(1), que se localizan en los cromosomas no 
sexuales, puede causar esta patología. Por lo tanto, muestra herencia 
autosómica dominante (véase el Cap. 5). 
La ausencia o el mal funcionamiento de las microfibrillas asociadas 
a las fibrillas de colágeno en el tejido muscular se deben a mutaciones 
en los genes de colágeno tipo VI que causan distrofias musculares con- 
génitas recesivas o dominantes con debilitamiento muscular generali- 
zado, insuficiencia respiratoria, pérdida de masa muscular y anomalías 
articulares relativas al músculo. Se han informado anormalidades cutá- 
neas con enfermedades de colágeno tipo VI. M 


Los proteoglucanos y sus GAG constituyentes 
cumplen diversas funciones en la MEC 


Como vimos con el perlecano en la lámina basal, los proteoglucanos 
cumplen un papel importante en la adhesión entre célula y MEC. Los 
proteoglucanos son un subgrupo de glucoproteínas adheridas a la super- 
ficie celular o secretadas que contienen cadenas de polisacáridos especia- 
lizados unidos covalentemente llamados glucosaminoglucanos (GAG). 
Los GAG son polímeros lineales de disacáridos repetitivos específicos. 
Por lo general, un azúcar es un ácido urónico (ácido D-glucurónico o 
L-idurónico) o D-galactosa; el otro azúcar es N-acetilglucosamina o N- 
acetilgalactosamina (Fig. 20-28). Uno o ambos de estos azúcares con- 
tienen al menos un grupo aniónico (carboxilato o sulfato). Por lo tanto, 
la cadena GAG porta muchas cargas negativas. Los GAG se clasifican en 
varios tipos principales sobre la base de la naturaleza de la unidad de 
disacárido repetitivo: heparán-sulfato, condroitín-sulfato, dematán-sul- 
fato, queratán-sulfato y hialuronano. Una forma persulfatada de hepa- 
rán-sulfato llamada heparina, producida principalmente por mastocitos, 
cumple una función en las reacciones alérgicas. También se lo utiliza mé- 
dicamente como un fármaco anticoagulante debido a su capacidad para 
activar un inhibidor natural de la coagulación llamado antitrombina III. 
A excepción del hialuronano, que se analiza a continuación, todos 
los GAG principales se producen naturalmente como componentes de 
los proteoglucanos. Al igual que otras glucoproteínas secretadas o trans- 
membrana, las proteínas centrales de los proteoglucanos son sintetizadas 
en el retículo endoplasmático, y las cadenas de GAG se ensamblan y se 
unen covalentemente a estos centros proteicos en el complejo de Golgi. 
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FIGURA 20-28 Los disacáridos re 
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Proteína central 


ser sulfatados y las longitudes de las cadenas CAG. La proporción de 
polisacáridos en todos los proteoglucanos es mucho más alta que en 


e de proteoglucano — ja mayoría de las otras glucoproteínas. 
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FIGURA 20-29 Polisacáridos O-unidos a hidroxilo. (a) Síntesis de un 
alucosaminoglucano (GAG), en este caso el condroitin-sulfato, es iniciado por 
transferencia de un residuo de xilosa a un residuo de serina en la proteína 
central, más probablemente en el aparato de Golgi, seguido por la adición 
secuencial de dos residuos de galactosa. El ácido glucurónico y los residuos de 
N-acetilgalactosamina luego son añadidos secuencialmente a estos azúcares 
conectores y forman la cadena de condroitin-sulfato. Las cadenas de heparán- 
sulfato están conectadas a proteínas centrales por el mismo conector de 

tres azúcares. (b) Las cadenas O-unidas tipo mucina están unidas de manera 
covalente a glucoproteínas a través de un monosacárido N-acetilgalactosamina 
(GalNAc) al cual se adhieren covalentemente Una variedad de otros azucares. 
(c) Ciertos oligosacáridos O-unidos especializados, Como aquellos que se 
encuentran en la proteína distroglucano, están unidos a proteínas a través de 


monosacáridos de manosa (Man). 


e heparán O condroitín-sulfato, un 


Para generar las cadenas d : 
ate- 


conector” de tres azúcares se 
rales hidroxilos de ciertos residu 


adhiere primero a las cadenas 1 
os de serina en un centro proteico; 


así, el conector se denomina un oligosacárido O-ligado (Fig. 20-29). 
Por el contrario, los conectores para la adición de cadenas de que- 
ratán-sulfato son cadenas de oligosacáridos adheridas a residuos de 
ASparagina. Como los oligosacáridos N-ligados, están presentes en 
muchas glucoproteínas (véase el Cap. 14), aunque solo un subgrupo 
de cadenas porta GAG. Todas las cadenas GAG son alargadas por la 
adición alternante de monómeros de azucares pará formar repeticio- 
nes de disacáridos característicos de UN GAG particular; las cadenas 
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En el pasado, la complejidad química y estructural de los proteo- 
glucanos representó una barrera de enormes proporciones para anali- 
zar y comprender sus estructuras y muchas de sus diversas funciones. 
En los últimos años, mediante el uso de las técnicas bioquímicas clási- 
cas y nuevas, la espectrometría de masa y la genética, los investigadores 
han comenzado a elucidar las estructuras y funciones detalladas de es- 
tas moléculas de MEC ubicuas. Los resultados de los estudios en curso 
sugieren que conjuntos de secuencias de residuos de azúcar que contie- 
nen las modificaciones comunes, en lugar de secuencias únicas exclusi- 
vas, son las responsables de especificar diferentes funciones a las GAG. 
Un caso puntual es un conjunto de secuencias de cinco residuos (pen- 
tasacáridos) que se encuentran en un subgrupo de GAG de heparina 
que controla la actividad de antitrombina 111 (ATII), un inhibidor de 
la trombina, una proteasa clave de la coagulación de la sangre. Cuando 
estas secuencias de pentasacáridos en la heparina son sulfatadas en dos 
posiciones específicas (Fig. 20-30), la heparina puede activar ATIII e 
inhibir así la formación de coágulos. Varios otros sulfatos pueden estar 
presentes en el pentasacárido activo en diversas combinaciones, pero 
no son esenciales para la actividad anticoagulante de la heparina. Aún 
no se conoce la razón fundamental por la cual se generan conjuntos de 
secuencias activas similares en lugar de una secuencia única. 


Diversidad de los proteoglucanos Los proteoglucanos constituyen 
un grupo notablemente diverso de moléculas que son abundantes 
en la matriz extracelular de todos los tejidos animales y también se 
expresan en la superficie celular. Por ejemplo, de las cinco principa- 
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FIGURA 20-30 Secuencia de pentasacáridos de GAG que regulan la 
actividad antitrombina II! (ATI). Grupos de secuencias de cinco residuos 
en el GAG mucho más largo llamado heparina con la composición mostrada 
aquí se une a ATIII, lo activa e inhibe la coagulación de la sangre. Los grupos 
sulfato en el tipo rojo son esenciales para esta función de la heparina; las 
modificaciones en color azul pueden estar presentes pero no son esenciales. 
Se cree que otros grupos de secuencias de GAG modificados regulan la 
actividad de otras proteínas diana. 
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les clases de proteoglucanos heparán-sulfato, tres se localizan en la 
matriz extracelular (perlecano, agrina y colágeno tipo XVIII) y dos 
son proteínas de la superficie celular. El último incluye proteínas 
integrales de membrana (sindecanos) y proteínas de anclaje a GPI 
(glipicanos); las cadenas de GAG en ambos tipos de proteoglucanos 
de la superficie celular se extienden hacia el espacio extracelular. Las 
secuencias y longitudes de las proteínas del centro de los proteogluca- 
nos varía considerablemente, y la cantidad de cadenas GAG adheridas 
oscila desde unas pocas hasta más de 100. Por otra parte, una proteí- 
na central suele estar unida a dos tipos diferentes de cadenas GAG y 
generar un proteoglucano “híbrido”. El proteoglucano perlecano de 
la lámina basal es principalmente un proteoglucano heparán-sulfato 
(HSPG) con tres a cuatro cadenas de GAG, aunque a veces puede te- 
ner una cadena de coindroitín-sulfato. La diversidad adicional de los 
proteoglucanos se produce debido a que número de cadenas, compo- 
siciones, y secuencias de las GAG adheridas a las proteínas del centro 
de otro modo idénticas, pueden diferir considerablemente. La gene- 
ración y el análisis de mutantes de laboratorio con defectos en la pro- 
ducción de proteoglucanos en Drosophila melanogaster (mosca de la 
fruta), C. elegans (gusano) y ratones han demostrado claramente que 
los proteoglucanos cumplen funciones cruciales en el desarrollo, muy 
probablemente como moduladores de diversas vías de señalización. 
Los sindecanos son proteoglucanos de la superficie celular expre- 
sados por las células epiteliales y las no epiteliales que se unen a co- 
lágenos y proteínas multiadhesivas de la matriz como la fibronectina, 
las células de anclaje para la matriz extracelular. Al igual que muchas 
proteínas integrales de membrana, el dominio citosólico de los sinde- 
canos interactúa con el citoesqueleto de actina y, en algunos casos, con 
moléculas reguladoras intracelulares. Además, los proteoglucanos de 
la superficie celular como el sindecano unen muchos factores de creci- 
miento proteicos y otras moléculas de señalización extracelular, lo que 
ayuda a regular el metabolismo y la función celulares. Por ejemplo, los 
sindecanos en la región hipotalámica del cerebro modulan el compor- 
tamiento de la alimentación en respuesta a la privación de alimentos. 
Lo llevan a cabo a través de la participación en la unión de receptores 
de la superficie celular de péptidos antisaciedad que ayudan a contro- 
lar el comportamiento en la alimentación. En el estado alimentado, el 
dominio extracelular del sindecano cubierto con cadenas de heparán- 
sulfato es liberado de la superficie por proteólisis y suprime así la acti- 
vidad de los péptidos antisaciedad y el comportamiento de la alimenta- 
ción. En ratones genéticamente modificados para sobreexpresar el gen 
de syndecan-1 en la región hipotalámica del cerebro y otros tejidos, el 
control normal de la alimentación mediante péptidos antisaciedad es 
interrumpido y los animales se alimentan en exceso y se tornan obesos. 


El hialuronano resiste la compresión, facilita la 
migración celular y otorga al cartílago propiedades 
similares a las del gel 


El hialuronano, también conocido como ácido hialurónico (HA) o 
hialuronato, es una GAG no sulfatado (véase la Fig. 20-28a) sinteti- 
zado por una enzima unida a la membrana plasmática llamada HA 
sintasa y es secretado directamente al espacio extracelular a medida 
que es sintetizado. (Las células vegetales utilizan un enfoque simi- 
lar para sintetizar celulosa, componente de la MEC). El HA es un 
componente principal de la matriz extracelular que rodea las células 
en migración y proliferación, en particular en tejidos embrionarios. 
Además, el hialuronano forma el armazón de los agregados de pro- 
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¡ uentra en muchas matrices extra- 
teoglucanos complejos que se enc 


celulares, en particular sobre el cartílago. Delido a sus propiedades 
físicas notables, el hialuronano imparte rigidez y elasticidad; también 
actúa como un lubricante de calidad para muchos tipos de tejidos 
conectivos, por ejemplo, las articulaciones. 

Las moléculas de hialuronano varían en longitud desde unas po- 
cas repeticiones de disacáridos hasta 25 000. El hialuronano tipico en 
tales articulaciones, como la del codo, tiene 10 000 repeticiones para 
una masa total de 4 x 10% Da y una longitud de 10 pen eS 9dOr del 
diámetro de una célula pequeña). Los segmentos individuales de una 
molécula de hialuronano se pliegan en una conformación similar a un 
bastón debido a las uniones B glucosídicas entre los aenaIES y los ex- 
tensivos enlaces de hidrógeno intracadena. La repulsión mutua entre 


s cargados negativamente que se proyectan hacia 


los grupos carboxilo 
estas estructuras lo- 


afuera a intervalos regulares también contribuye a : 
cales rígidas. Sin embargo, globalmente, el ialurgnanó no es un bastón 
largo, rígido, como lo es el colágeno fibrilar; más bien, es muy flexible 
en solución, se curva y se enrosca en muchas conformaciones para for- 


mar un enrollamiento aleatorio. 
Debido al gran número de residuos aniónicos sobre su superfi- 


cie, la molécula de hialuronano típica une una gran cantidad de agua 
y se comporta como si fuera una gran esfera hidratada con un diá- 
metro de - 500 nm. A medida que la concentración del hialuronano 
aumenta, las cadenas largas comienzan a enredarse y forman un gel 
viscoso. Incluso a concentraciones bajas, el hialuronano forma un 
gel hidratado; cuando se lo coloca en un espacio confinado, como 
en una matriz entre dos células, las moléculas largas de hialurona- 
no tienden a empujar hacia afuera. Este empuje hacia afuera crea 
un aumento de volumen, o presión de turgencia, dentro del espa- 
cio extracelular. Además, la unión de cationes por parte de grupos 
carboxilatos (COO”) sobre la superficie del hialuronano aumenta la 
concentración de iones y, por ende, la presión osmótica en el gel. 
Como resultado, se incorporan grandes cantidades de agua a la ma- 
triz, lo cual contribuye a la presión de turgencia. Estas fuerzas de 
turgencia otorgan a los tejidos conectivos sus capacidades de resistir 
las fuerzas de compresión, a diferencia de las fibras de colágeno, que 
son capaces de resistir fuerzas de estiramiento. 

El hialuronano se une a la superficie de muchas células en migra- 
ción mediante numerosos receptores de adhesión, como el receptor 
llamado CD44, que contiene dominios de unión a HA, cada uno con 
una conformación tridimensional similar. Debido a su naturaleza hi- 
dratada, porosa, la “cubierta” de hialuronano unida a las células parece 
mantenerlas separadas entre sí, brindándoles la libertad de moverse y 
proliferar. El cese de movimiento celular y la iniciación de las adhesio- 
nes entre célula y célula suelen correlacionarse con una disminución en 
el hialuronano di los receptores HA y un aumento en la enzima ex- 
tracelular hialuronidasa, que degrada el hialuronano en la matriz. Estas 
alteraciones del hialuronano son de particular importancia durante las 
«bandantes migraciones celulares que facilitan la diferenciación y en la 
liberación de la célula huevo de mamífero (ovocito) de las células que 
la rodean después de la ovulación. 

El proteoglucano predominante en el cartílago, llamado agrecán, 
se ensambla con el hialuronano para formar agregados muy grandes, 
ilustrativos de las estructuras complejas que suelen formar los proteo- 
pCanos. El esqueleto del agregado de proteoglucanos del cartílago es 
una molécula grande de hialuronano a la cual se unen con fuerza, pero 
ia Manera covalente, muchas moléculas de agrecán (Fig. 20-31). Un 
único agregado de agrecán, uno de los complejos macromoleculares 
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FIGURA 20-31 Estructura del agregado proteoglucano de cartílago. 

(a) Microfotografía electrónica de un agregado de agrecán a partir de cartílago 
epifisiario bovino. Las proteínas centrales de agrecán están unidas a intervalos 
de - 40 nm a una molécula de hialuronano. (b) Representación esquemática 
de un monómero de agrecán unido a hialuronano (amarillo). En el agrecán, 
tanto las cadenas de queratán-sulfato (verde) como las de condroitin-sulfato 
naranja) están adheridas a la proteína central. El dominio N-terminal de la 
proteína central se une no covalentemente a Uña molécula de hialuronano. 

La unión está facilitada por una proteína conectora, q 
molécula de hialuronano como a la proteína central de agrecán. Cada proteina 
central de agrecán tiene 127 secuencias de Ser-Gly a 
añadir cadenas de GAG. El peso molecular de un monómero de agrecán es 
en promedio 2 x 10". El agregado entero, qué puede contener bpm 100 
monómeros, tiene un peso molecular de más de 2x 10" y es Cast tan grande 
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La proteína central del agrecán (- 250 000 PM) tiene un dominio 
globular N-terminal que se une con alta afinidad a una secuencia de di- 
sacáridos específicos dentro del hialuronano. Esta secuencia específica 
se genera mediante modificaciones covalentes de algunos disacáridos 
repetitivos en la cadena de hialuronano. La interacción entre el agrecán 
y el hialuronano está facilitada por una proteína conectora que se une 
tanto a la proteína central del agrecán como al hialuronano (Fig. 20- 
31b). El agrecán y la proteína conectora tienen un dominio “conector” 
común, de — 100 aminoácidos de largo, que se encuentra en numerosas 
matrices y en proteínas de unión al hialuronano de la superficie celular 
tanto en tejidos cartilaginosos como en no cartilaginosos. Casi con cer- 
teza, estas proteínas surgieron en el curso de la evolución a partir de un 
único gen ancestral que codifica solo este dominio. 


Las fibronectinas interconectan células y matriz, 
influyen en la forma, la diferenciación y el 
movimiento celular 


Muchos tipos celulares diferentes sintetizan fibronectina, una proteína 
multiadhesiva de la matriz que se encuentra en todos los vertebrados. 
El descubrimiento de que la fibronectina funciona como una molécula 
adhesiva surgió al observar que está presente en las superficies de cé- 
lulas fibroblásticas normales, que se adhieren fuertemente a las placas 
Petri en experimentos de laboratorio, pero está ausente en las superfi- 
cies de células tumorigénicas (p. ej., cancerosas), que se adhieren dé- 
bilmente. Las aproximadamente 20 isoformas de fibronectina son ge- 
neradas a partir de un único gen (véase la Fig. 4-16). Las fibronectinas 
son esenciales para la migración y la diferenciación de muchos tipos 
celulares en la embriogénesis. Estas proteínas también son importantes 
para la cicatrización de heridas debido a que promueven la coagulación 
de sangre y facilitan la migración de macrófagos y otras células inmu- 
nitarias en la zona afectada. 

Las fibronectinas ayudan a adherir las células a la matriz extrace- 
lular mediante unión a otros componentes de la MEC, en particular 
colágenos fibrosos y proteoglucanos heparán-sulfato, y a receptores 
de adhesión de la superficie celular como las integrinas (véase la Fig. 
20-2). A través de sus interacciones con receptores de adhesión, las fi- 
bronectinas influyen en la forma y el movimiento de las células y la 
organización del citoesqueleto. Por el contrario, las células pueden es- 
culpir el entorno inmediato de la MEC de acuerdo con sus necesidades 
al regular su unión mediada por receptores a la fibronectina y a otros 
componentes de la MEC. 

Las fibronectinas son dímeros de dos polipéptidos similares unidos 
en sus extremos C-terminales mediante dos puentes disulfuros; cada 
cadena es de alrededor de 60-70 nm de largo y 2-3 nm de espesor. La 
digestión parcial de la fibronectina con bajas cantidades de proteasa 
y el análisis de los fragmentos demostró que cada cadena comprende 
diversas regiones funcionales con diferentes especificidades de unión a 
ligando (Fig. 20-32a). A su vez, cada región contiene múltiples copias 
de ciertas secuencias que pueden clasificarse en uno a tres tipos. Estas 
clasificaciones se designan repeticiones de fibronectina tipo 1, 1 y 11 
sobre la base de las similitudes de secuencia de aminoácidos, aunque 
las secuencias de dos repeticiones cualesquiera de un tipo dado no sean 
idénticas. Estas repeticiones conectadas dan a la molécula la aparien- 
cia de cuentas en un collar. La combinación de diferentes repeticiones 
componen las regiones que confieren a la fibronectina su capacidad de 
unir múltiples ligandos. 
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(véase la Fig. 4-16). Cada cadena 


FIGURA 20-32 Organización de la fibronectina y su unión a integrinas. 
(a) Modelo a escala de la Abronectina que muestra que está acoplada 

por dos repeticiones tipo Ill a los dominios extracelulares de la integrina 

Solo se muestra una de las dos cadenas similares, que están unidas por 
enlaces disulfuros cerca de sus extremos C-terminales en la molécula de 
Abronectina dimérica. Cada cadena contiene alrededor de 2 446 aminoácidos 
y está compuesta por tres tipos de secuencias repetitivas de aminoácidos 
(repeticiones tipo 1, Il o 11) o dominios. El dominio ElIIA, ElIB -ambos 
repeticiones tipo lIl- y el dominio INES son procesados y cortados de manera 
variable para dar la estructura en las localizaciones indicadas por las flechas. 
La fibronectina circulante carece de uno o ambos ElIIA y ElNIB. Al menos cinco 
secuencias diferentes pueden estar presentes en la región !NCS como resultado 


Una de las repeticiones tipo 1!I en la región de unión a la célula 
de la fibronectina media la unión a ciertas integrinas. Los resultados 
de estudios con péptidos sintéticos correspondientes a partes de estas 
repeticiones identificó la secuencia de tripéptido Arg-Gly-Asp, llamada 
secuencia RGD, como la mínima secuencia dentro de esta repetición 
necesaria para el reconocimiento por aquellas integrinas. En un estu- 
dio, se evaluaron los heptapéptidos que contienen la secuencia RGD o 
una variación de esta por su capacidad para mediar la adhesión de cé- 


FIGURA EXPERIMENTAL 20-33 Una secuencia de tripéptido específico 
(RGD) en la región de la fibronectina es necesaria para la adhesión de 
células. La región de unión a células de la Ábronectina contiene una secuencia 
hexapéptido de unión a integrina, GRGDSP en el código de aminoácidos 

de una letra (véase la Fig. 2-14). Junto con un residuo de cisteína C-terminal 

(C) adicional, este heptapéptido y diversas variantes fueron sintetizadas 
químicamente. Se añadieron diversas concentraciones de cada péptido 
sintético a las placas de poliestireno que tenían la proteína inmunoglobulina 

G (IgG) firmemente adherida a sus superficies; los péptidos luego fueron 
entrecruzados químicamente con las IgG. Subsecuentemente, se añadieron 
células de riñón de rata normales cultivadas en las placas y se incubaron 
durante 30 minutos para permitir la adhesión. Después de que se eliminaron 
las células no unidas, se determinaron las cantidades relativas de células que se 
adhirieron firmemente mediante tinción de las células unidas con un colorante 
y se midió la intensidad de la tinción con un espectrofotómetro, Los resultados 
que se muestran aquí indican que la adhesión celular aumenta por encima 

del nivel basal con concentración peptídica creciente para aquellos péptidos 
que contienen secuencias RGD pero no para las variantes que carecen de esta 
secuencia (modificación subrayada). (De M. D. Pierschbacher y E. Ruoslahti, 1984, Proc Mat 


Acad Sci USA 81:5985,) 
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del proceso de corte y empalme alternativo 
contiene diversas regiones con múltiples repeticiones, algunas de las cuales 


contienen sitios de unión especificos para el heparán-sulfato, la Abrina (un 
constituyente importante de los coágulos sanguíneos), colágeno, e integrinas 
de la superficie celular. El dominio de unión a integrina también es conocido 
como el dominio de unión a célula. Las estructuras de los dominios de la 
fibronectina fueron determinados a partir de fragmentos de la molécula. (b) 
Estructura de alta resolución que muestra que la secuencia de unión RGD (roja) 
se extiende hacia afuera en un asa a partir de su dominio compacto tipo Ill 
sobre el mismo lado de la Abronectina como Una región de sinergia (azul), que 
también contribuye a la unión de alta afinidad a las integrinas. (Adaptado de D ) 


Leahy y cols, 1996, Cell 84-161 


Julas de riñón de ratas a una placa de cultivo. Los resultados demostra- 
ron que los heptapéptidos que contienen la secuencia RGD imitaban 
la capacidad de las fibronectinas intactas para estimular la adhesión 
mediada por integrinas, mientras que las variantes de heptapéptidos 
que carecían de esta secuencia fueron ineficaces (Fig. 20-33). 

Se ensambló un modelo tridimensional de la unión de fibronectina 
con integrina basado en estructuras parciales de ambas proteínas. En 
una estructura de alta resolución de la repetición tipo III de la fibro- 
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fi) VIDEO: Fuerzas mecánicas ejercidas por los fibroblastos en un gel de colágeno 


FIGURA EXPERIMENTAL 20-34 Las integrinas median la unión 


entre la fibronectina y la matriz extracelular y el citoesqueleto. (.:) 


jatia inmunofluorescente de un fibroblasto « ultivado fijado que 

muestra la colo( alización de la intearina a5pB1 (verde) y las fibras de tensión 
ue contienen actina (10JO). La Célula fue incubada con dos tipos de anticuerpo 

modonal un aNucuerpo específico de integrina unido a un colorante verde 
fuorescente y UN anticuerpo especifico contra integrina unido a un colorante 
rio fluorescente. Las hbras de tensión son haces largos de microfilamentos 
le acuna que se irradian hacia adentro desde puntos donde la célula contacta 
on un sustrato. En el extremo distal de estas fibras, cerca de la membrana 
plasmática, la coincidencia de la integrina de unión a fibronec tina (verde) y a 
sctina (roja) produce una fluorescencia amarilla. (b) Microfotogralía electrónica 
le la union de las fibras de Abronectina y actina en un fibroblasto cultivado 

3s microfllamentos individuales de 7 nm que contienen actina, componentes 
le las hbras de tensión, Analizan en la membrana celular seccionada de forma 


blicua. Los microhlamentos aparecen alineados en proximidad estrecha a las 
fbnillas de hbronectina, mas gruesas, densamente teñidas sobre el lado externo 
Je la célula. (Parte (a) de J Duband y cols_ 1988, ! Cel B101107:1385 Parte [b] de J Smaer. 1970 
16- ' nesiad Jer pynaht 1920 MIT 


 _—_— CCQQ—_ A 


nectina unida a la integrina y su dominio tipo III vecino, la secuencia 
RGD se encuentra en la cima de una asa que sobresale hacia afuera de la 
molécula, en una posición que facilita la unión a las integrinas (Fig. 20- 
32b). Aunque la secuencia RGD es necesaria para la unión de varias in- 
tegrinas, su afinidad por las integrinas es sustancialmente menor que la 
de la Abronectina intacta o de la región de unión a célula en la fibronec- 
tina. Por lo tanto, las características estructurales cerca de la secuencia 
RGD en las fibronectinas (p. ej., partes de las repeticiones adyacentes, 
como la región sinergia; véase la Fig. 20-32b) y en otras proteínas que 
contienen RGD amplifica sus uniones a ciertas integrinas. Más aún, las 
formas diméricas solubles simples de la fibronectina producidas por el 
hígado o los Aibroblastos se encuentran en un principio en una confor- 
mación no funcional que se une pobremente a las integrinas debido a 
que la secuencia RGD no es rápidamente accesible. La absorción de la 
fibronectina a una matriz de colágeno o a la lámina basal o, experimen- 
ástico de cultivo de tejido da como resultado 
apacidad de la fibronec- 
este cambio aumenta la 


talmente, a una placa de pl 
un cambio conformacional que aumenta la c 
tina para unirse a las células. Posiblemente, ) 
accesibilidad de la secuencia RGD para la unión de integrina. 

otras técnicas experimentales (p. ej., experimen- 
) han demostrado el papel de las integrinas 
a fibronectina y otros componentes de la 
ción de los filamentos de actina y las 
r visualizada por microscopta 
as integrinas de superficie 
imiento dependien- 
a en el 


La microscopia y 
tos bioquímicos de unión 
en el entrecruzamiento de | 
MEC. Por ejemplo, la colocaliza 
integrinas dentro de las células puede se 
de fluorescencia (Fig. 20-344). La unión de | 
matriz induce el mov 

de algunas moléculas de integrin | 
ecánica resultante del movimiento 
as unidas a un dímero úni- 


celular a la fibronectina en la 
te del citoesqueleto de actina 
Plano de la membrana. La tensión M 


relativo de algunas moléculas de integrin ' sd 
co de fibronectina estira la fibronectina. Este estiramiento fomenta l: 


asociación mutua de fibronectinas para formar fibrillas e 

La fuerza necesaria para desplegar y exponer los sitios REO 
de autoasociación en la fibronectina Cs mucho e la e 
ria para interrumpir la unión integrina-fibronectina. coa tanto, ña 
Moléculas de fibronectina permanecen unidas a la integrina mientras 
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las fuerzas mecánicas generadas por la célula inducen la formación de 


fibras. En efecto, las integrinas a través de las proteínas adaptadoras 
transmiten fuerzas generadas por el citoesqueleto de actina hacia la fi- 
bronectina extracelular (señalización desde adentro hacia afuera). Gra- 
dualmente, las fibrillas de ibronectina formadas en un inicio maduran 
para formar componentes de la matriz muy estables mediante entre- 
cruzamientos covalentes. En algunas imágenes de microfotografías 
electrónicas, las fibrillas exteriores de fibronectina parecen alinearse en 
una línea continua con haces de fibras de actina dentro de la célula 
(Fig. 20-34b). Estas observaciones y los resultados de otros estudios 
proporcionaron el primer ejemplo de un receptor de adhesión mole- 
cularmente bien definido que forma un puente entre el citoesqueleto 
intracelular y los componentes de la matriz extracelular, un fenómeno 
que ahora se sabe está muy extendido. 


Las fibras elásticas permiten que muchos tejidos 
sufran estiramientos y relajamientos repetidos 


Las fibras elásticas se encuentran en la MEC de una amplia variedad 
de tejidos (Fig. 20-354) que están sujetos a tensiones mecánicas o de- 
formaciones, como la expansión y la contracción pulmonar durante la 
respiración, el flujo pulsátil de sangre a través de los vasos sanguíneos 
debido al latido del corazón y el estiramiento y la contracción de la 
piel. Las fibras elásticas permiten el estiramiento elástico reversible y 
una relajación que lleva a una conformación enrollada de estos tejidos. 
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FIGURA 20-35 Fibras elásticas y de colágeno en el tejido conectivo. (a) 
Vista de microscopio óptico del tejido conectivo laxo del pulmón. Las fibras 
elásticas son las Ñibras delgadas que están teñidas de púrpura, las fibras de 
colágeno (haces de fibrillas de colágeno) están teñidas de rosa y los núcleos 
de las células están teñidos de púrpura. Vistas longitudinales (b) y transversales 
de microscopía electrónica de fibras elásticas y fibrillas de colágeno (coll) en 

la piel de un ratón. Las fibras elásticas tienen un centro sólido de elastina (e) 
integrado en y rodeado por un haz de microfbrillas (mf). Barras de escala, 0,25 
HmM. (Parte [a] de Science Photo Library; partes [b] y [c] de J Choi y cols, 2009, Matrix Biol 28.211-220) 


El principal componente de una fibra elástica, que puede ser de va- 
rios cientos a miles de nanómetros en su diámetro, es un centro insolu- 
ble, amorfo, compuesto de la proteína elastina rodeada por un conjun- 
to de microfibrillas de 10-12 nm de diámetro constituidas por proteínas 
fibrilina, fibulina y proteínas asociadas (Fig. 20-35b). El centro está 
formado por la agregación de moléculas de tropoelastina, monómeros 
de elastina que están entrecruzados covalentemente por un proceso 
mediado por lisiloxidasa similar al visto en el colágeno. Los motivos de 
secuencia hidrófoba enriquecidos con glicina y prolina contribuyen a 
la capacidad de las tropoelastinas de autoasociarse y volver a enrollarse 
eficientemente después del estiramiento. 


Una amplia variedad de enfermedades, que suelen involucrar ano- 

malías cardiovasculares y esqueléticas, se producen como conse- 
cuencia de mutaciones en los genes que codifican las proteínas estructu- 
rales de las fibras elásticas o las proteínas que contribuyen a sus ensam- 
blajes apropiados. Por ejemplo, mutaciones en el gen fibrillina-1 causa 
el síndrome de Marfan, cuya variedad de síntomas incluyen crecimiento 
excesivo de huesos, articulaciones laxas, anormalidades en las extremi- 
dades largas y en la cara, y defectos cardiovasculares debido al debilita- 
miento en las paredes de los vasos y la aorta. Se ha especulado que el 
cuerpo alargado, inusualmente alto, del presidente Abraham Lincoln, 
podría haber sido una consecuencia del síndrome de Marfan. Ml 


En los mamíferos, la síntesis de la mayoría de la tropoelastina solo 
se produce inmediatamente antes y después del nacimiento durante los 
períodos fetal tardío y neonatal. Por lo tanto, la mayoría de la elastina 
del cuerpo debe durar toda la vida. La extraordinaria estabilidad de la 
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clastina se ha medido en una variedad de od Es posible utilizar 
experimentos de pulso y caza (Vedse el Cap. 2d cia la administra. 
ción de aminoácidos radioactivos para medir el HENAO de vida de la 
elastina en los animales. En los seres humanos, se utilizaron otros dos 
¡1 a! po L DN 
métodos para estudiar la longevidad de la ¡ 
de una molécula de elastina en los pulmones hu- 
manos es de alrededor de 70 años! El primer método aprovecha un fe- 
a y) P a 
la velocidad naturalmente lenta 


elastina y revelaron que sel 


tiempo de vida medio 


nómeno que se produce naturalmente: 
de la conversión del ácido L-aspártico (incorporado a las proteínas 
durante sus síntesis) a ácido D-aspártico. Por lo tanto, puede estimar- 
se la edad de una proteína de larga vida usando análisis químico para 
determinar la fracción de su ácido L-aspártico que se ha convertido en 
el transcurso del tiempo a la isoforma D, junto con el conocimiento de 
la edad del tejido a partir del que se aisló. El segundo método es una 
los clásicos experimentos de pulso y caza empleados en 


variación de los cl 
a de las pruebas de armas nucleares 


el laboratorio. Como consecuenci 
en las décadas de 1950 y 1960, se introdujo el 'C a la atmósfera y, por 


consiguiente, a la cadena alimenticia. Este "C ambiental se ha utilizado 
como un “pulso” radioactivo en lo que en esencia es un experimento 
de pulso y caza para determinar la estabilidad de proteínas de interés. 


Las metaloproteasas remodelan y degradan 
la matriz extracelular 


Muchos procesos fisiológicos claves, incluyendo la morfogénesis tisular 
durante el desarrollo, control de la proliferación y motilidad celular, la 
respuesta a las lesiones, e incluso la supervivencia, requieren no solo 
la producción de MEC sino también su remodelación o degradación. 
Debido a su gran importancia como un elemento clave en el microam- 
biente extracelular de los organismos multicelulares, es preciso con- 
trolar cuidadosamente la remodelación/degradación de la MEC. La 
degradación de la MEC suele estar mediada por metaloproteasas de la 
matriz dependientes de cinc (MMP). Dada la amplia variedad de con- 
formaciones de los componentes de la MEC, no es sorprendente que 
existan muchas de tales metaloproteasas con variación de especificidad 
de sustrato y sitios de expresión. En muchos casos, sus nombres incor- 
poran los de sus sustratos, como para las MMP llamadas colagenasas, 
gelatinasas, elastasas y agrecanasas. Algunas son secretadas al líquido 
extracelular, y otras están estrechamente asociadas con las membranas 
plasmáticas de las células, ya sea unidas con fuerza en una asociación 
no covalente con la membrana o como proteínas integrales de mem- 
brana. En un principio, muchas son sintetizadas como precursoras in- 
activas que deben ser específicamente activadas para funcionar. 
Existen tres subgrupos principales de proteasas de la MEC según 
las estructuras de las enzimas: las MMP (de las cuales existen 23 en 
los seres humanos), una disintegrina y metaloproteinasas (ADAM), 
y ADAM con motivos de tromboespondina (ADAMTS). Estas pro- 
teasas pueden degradar componentes de la MEC así como también 
aquellos que no son de la MEC, como los receptores de adhesión de 
la superficie. En efecto, una función clave de las ADAM es el corte 
de dominios extracelulares de los sustratos de proteínas integrales de 
membrana. Un mecanismo empleado para controlar las actividades 


de estas proteasas es la producción de inhibidores proteicos deno- 


minados TIMP (inhibidores tisulares de metaloproteinasas) y RECK 


(proteína inductora de la reversión rica en cisteína con motivos 
kazal). Algunas de estas tienen sus propios receptores de superficie 
celular y funciones independientes de su capacidad para inhibir las 
metaloproteinasas. Las proteasas que degradan la MEC están asocia- 


jus con Una variedad de enfermedades: | 


ld Más conocida es el cancer 


metashisico (diseminación) (véase el ap. 24) 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 20.4 


La matriz extracelular Il: tejido conectivo 


. Fl tejido conectivo, como el tendó >] cartíli ¡ 
El tej h tendón y el cartílago, difieren de otros 


tejidos en que la mayoría de su volumen está constituido por matriz 


extracelular (MEC) en lugar de por células. 

« La sintesis de colágeno fibrilar (p. ej., tipos L, 11 y ID) comienza dentro 
de la célula con la modificación química de cadenas az recién sinte- 
tizadas y su ensamblaje para formar procolágeno triple hélice dentro 
del retículo endoplasmático. Después de la secreción, las moléculas de 
procolágeno son cortadas, se asocian lateralmente y se forman enla- 
ces cruzados covalentes para cosntituir haces llamados fibrillas, que a 
su vez pueden formar ensamblados más grandes denominados fibras 
(véase la Fig. 20-26). 

« Los diversos colágenos se distinguen por la capacidad de cualquiera 
de sus regiones helicoidales y no helicoidales para asociarse en fibri- 
llas, formar hebras o entrecruzar otros tipos de colágeno (véase el 
Cuadro 20-4). 


* Los proteoglucanos consisten en proteínas centrales secretadas o aso- 
ciadas a membrana unidas covalentemente a una o más cadenas de 
glucosaminoglucano (GAG), que son polímeros lineales de disacáridos 
que suelen estar modificados por sulfatación. 


* Los proteoglucanos de la superficie celular como los sindecanos faci- 
litan las interacciones célula-matriz y ayudan a presentar ciertas molé- 
culas de señalización externas a sus receptores de la superficie celular. 


* El hialuronano, una GAG altamente hidratada, es un componente 
principal de la MEC de células en migración o proliferación. Ciertos 
receptores de adhesión de la superficie celular unen hialuronano a las 
células. 


* Los agregados de proteoglucanos grandes que contienen una molé- 
cula de hialuronano central unida de forma no covalente a la proteína 
centro de las moléculas de proteoglucano (p. ej., agrecán) contribuyen 
a la capacidad de la matriz para resistir fuerzas compresivas (véase la 
Fig. 20-31). 

« Las fibronectinas son proteínas multiadhesivas de la matriz que cum- 


plen un papel clave en la migración y la diferenciación celular. Con- 
omponentes de la MEC 


tienen sitios de unión para las integrinas y € 
adherir células a la 


(colágenos, proteoglucanos) y, por lo tanto, pueden 
matriz (véase la Fig. 20-32). 

* La secuencia de tripéptido RGD (Arg-Gly-Asp), que se encuentra en 
las fibronectinas y algunas proteínas de la matriz, es reconocida por 
diversas integrinas. 

iramientos y relajaciones repetidas de 
mente elástico de elastina amorfa, 
malla de microfibrillas. 


* Las fibras elásticas permiten est 
los tejidos debido a su centro alta 
entrecruzada, que está rodeada por una 
ón de la MEC suele estar mediada por una 
sas asociadas a la membrana celular que 
milias (MMP, ADAM, ADAMTS) y 
a activación y por inhibidores de 


* La remodelación/degradaci 
gran cantidad de metaloprotea 
se encuentran dentro de varias fa 
Cuyas actividades están reguladas por l 


Proteínas (TIMP y RECK). 


20.5 Interacciones adhesivas en células movibles 
y no movibles 


Una vez formadas las interacciones adhesivas durante la diferencia- 
ción, suelen ser muy estables y pueden durar todo el periodo de vida 
de las células o hasta que el epitelio sufra posteriores diferenciaciones. 
Aunque tal adhesión de larga duración (no movibles) también exista 
en los tejidos no epiteliales, algunas células no epiteliales deben ser 
capaces de arrastrarse a través o por una capa de la matriz extracelu- 
lar u otras células. Más aún, durante el desarrollo o la cicatrización de 
heridas y en ciertos estados patológicos (p. ej., cáncer), las células epi- 
teliales pueden transformarse en más células movibles (la transición 
epitelial-mesenquimática). Los cambios en la expresión de las mo- 
léculas adhesivas cumplen una tarea en esta transformación, como 
lo hacen en otros procesos biológicos que involucran el movimiento 
celular, como el movimiento de los glóbulos blancos hacia los tejidos 
infectados. En esta sección, se describen varias estructuras de la su- 
perficie celular que median las interacciones adhesivas transitorias 
que están especialmente adaptadas para el movimiento de las células, 
como así también aquellas que median la adhesión de larga duración. 
Los mecanismos intracelulares detallados utilizados para generar las 
fuerzas mecánicas que impulsan las células y modificar sus formas se 
tratan en los Capítulos 17 y 18. 


Las integrinas liberan señales entre las células 
y sus ambientes tridimensionales 


Como se analizó anteriormente, las integrinas conectan las células 
epiteliales a la lámina basal y, a través de proteínas adaptadoras, a fi- 
lamentos intermedios del citoesqueleto (véase la Fig. 20-1). Es decir, 
las integrinas forman un puente entre la MEC y el citoesquelto; hacen 
lo mismo en las células no epiteliales. En las células no epiteliales, las 
integrinas en la membrana plasmática también se agrupan con otras 
moléculas en varias estructuras adhesivas llamadas adhesiones focales, 
contactos focales, complejos focales, adhesiones 3-D y adhesiones fi- 
brilares, como así también en las adhesiones circulares llamadas podo- 
somas. Estas estructuras son complejos multiproteínas que colectiva- 
mente se denominan adhesoma de integrinas. Estos complejos median 
el acoplamiento mecanosensitivo entre las células y sus ambientes, y 
se observan rápidamente por microscopia de fluorescencia con el uso 
de anticuerpos que reconocen las integrinas u otras moléculas coagru- 
padas (l'ig. 20-36). Al igual que con las uniones de anclaje entre célula 
y matriz en las células epiteliales, las diversas estructuras de adhesión 
adhieren las células no epiteliales a la matriz extracelular a través de, 
por ejemplo, la unión a fibronectina (véase la Fig. 20-34). Ellas tam- 
bién median la asociación de integrinas con el citoesqueleto de actina 
y activan las señales dependientes de adhesión para el crecimiento y la 
movilidad celular (véase la Fig. 20-8). 

Las estructuras adhesivas que contienen integrinas son dinámicas 
(componentes que se mueven constantemente hacia dentro y hacia 
afuera de las células) y contienen docenas de adaptadores intracelu- 
lares y proteínas asociadas (más de 190 identificadas hasta la fecha) 
con el potencial de participar en muchos cientos (más de 740) de 
interacciones entre proteínas que pueden ser sometidas a regulación. 
Por ejemplo, los sitios de unión generados por fosforilación de las in- 
tegrinas y sus proteínas asociadas, así como también por generación 
de derivados fosforilados del fosfatidilinositol en la membrana adya- 
cente, reclutan proteínas adicionales y también pueden provocar la 
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FIGURA EXPERIMENTAL 20-36 Grupos de 
integrinas en estructuras adhesivas con 
diversas morfologías en células no epiteliales. 
Se utilizaron métodos de inmunofluorescencia para 
detectar estructuras adhesivas (verde) sobre células 
cultivadas. Aquí se muestran las adhesiones focales 
(a) y las adhesiones 3D (b) sobre las superficies de 
fAbroblastos humanos. Las células fueron cultivadas 
directamente sobre la superficie plana de una placa 
de cultivo (a) o sobre una matriz tridimensional de 
componentes de la MEC (b). La forma, la distribución 
y la composición de las adhesiones basadas 

en la integrina formadas por las células varían, 
dependiendo del ambiente de las células. (Pare [a] de 
B, Geiger y cols, 2001, Nature Rev. Mol Cell Biol 2 793; parte [b] cortesía 


(a) Adhesión focal 


de K. Yamada y E. Cukierman; véase E Cukierman y cols, 2001, Science 
294:1708-1712) 


liberación de algunas proteínas desde estos complejos multiproteína. 
Existe una coreografía fuertemente controlada de señales internas, 
contribuciones de otras vías de señalización tales como las que im- 
plican tirosina-cinasas (véase la Fig. 20-8) y señales externas (como la 
rigidez de la MEC), que regula estos complejos. Juntos, contribuyen a 
definir la composición y actividad precisa del complejo multiproteico 
de integrinas y la influencia consiguiente que tiene sobre la estructura 
y la actividad celular (efecto desde afuera hacia adentro), como así 
también la influencia del citoesqueleto de actina sobre la MEC (efecto 
desde adentro hacia afuera). 

Aunque se encuentran en muchas células no epiteliales, las estruc- 
turas adhesivas que contienen integrina han sido estudiadas con mayor 
frecuencia en fibroblastos que crecen en cultivos celulares sobre placas 
de vidrio o superficies plásticas llamados sustrato. Estas condiciones 
solo se aproximan pobremente al ambiente tridimensional de la MEC 
que por lo general rodea a las células in vivo. Cuando los fibroblastos se 
cultivan en matrices de MEC tridimensional derivadas de células o te- 
jidos, forman adhesiones al sustrato tridimensional de la MEC, llama- 
das adhesiones 3D. Estas estructuras difieren un poco en composición, 
forma, distribución y actividad respecto de las adhesiones focales o fi- 
brilares vistas en los crecimientos de células sobre sustrato plano que se 
suelen usar en los experimentos de cultivo celular (véase la Fig. 20-36). 
Los fibroblastos cultivados con estas uniones de anclaje “más naturales” 
exhiben mayor adhesión y movilidad, lo que aumenta las tasas de pro- 
liferación celular, y las morfologías con forma de huso más parecidas 
a la de los fibroblastos de los tejidos que a las células cultivadas sobre 
superficies planas. Estas observaciones indican que las propiedades to- 
pológicas, de composición y mecánicas de la matriz extracelular cum- 
plen una función en el control de la forma y la actividad de una célula. 
Las diferencias específicas de tejido en estas características de la matriz 
probablemente contribuyen a las propiedades específicas de tejido. 

La importancia del ambiente 3D de las células ha sido destacada en 
estudios de cultivos de células de la morfogénesis, el funcionamiento y 
la estabilidad de células epiteliales mamarias productoras de leche y sus 
contrapartidas transformadas en cancerígenas. Por ejemplo, la señali- 
zación desde afuera hacia adentro dependiente de matriz 3D mediada 
por integrinas influye en el sistema de señalización del receptor tirosi- 
na-cinasa del factor de crecimiento epidérmico y viceversa. La matriz 
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(b) Adhesión 3D 


3D también permite que las células epiteliales mamarias generen es- 
tructuras epiteliales circulares similares a las in vivo, llamadas ácinos. 
Los ácinos secretan los principales constituyentes proteicos y permiten 
comparaciones de las respuestas de células normales y cancerosas para 
potenciales agentes quimioterapéuticos. Están desarrollándose siste- 
mas análogos que utilizan tanto MEC 3D natural como sintética para 
proporcionar más condiciones similares a las in vivo a fin de estudiar 
otros tejidos complejos y órganos, como el hígado. 


La regulación de la adhesión mediada 


por integrinas y la señalización controlan el 
movimiento celular 


Las células pueden controlar de manera minuciosa la fuerza de las 
interacciones entre célula y matriz mediada por integrinas al regular 
los niveles de expresión de las integrinas, las actividades de unión al 


ligando, o ambas. Tal regulación es crucial] para la función de estas in- 
teracciones en la migración celular 


one y Otras funciones que involucran 
el movimiento celular. 
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FIGURA EXPERIMENTAL 20-37 Modelo para la activación de 
integrinas. (a) Se cree que la activación de las integrinas se debe a cambios 
conformacionales que incluyen movimientos clave cerca de los dominios 
impulsores y BA, que incrementan la afinidad para ligandos. Estos están 
acompañados por rectificaciones de la molécula desde la conformación 
“curvada” inactiva, de baja afinidad (arriba), hasta la conformación “extendida” 
activa, de alta afinidad (abajo). La activación también involucra la separación 
(indicada por flecha de doble punta, abajo) de los dominios transmembrana 
y citoplasmáticos, inducidos por o resultante de las interacciones alteradas 
con proteínas adaptadoras talina y kindelina, cuyos sitios de unión a la cola 
citoplasmática de la cadena f están indicadas por óvalos verdes y amarillos, 
respectivamente. (b) Las moléculas de integrina alIbB3 inactiva (curvada) 
(panel superior) fueron incorporadas a los nanodiscos de fosfolípidos (bicapas 
pequeñas en las cuales los dominios extracelulares y citoplasmáticos de la 
integrina están expuestos al tampón) y a algunos de estos (panel inferior) 


más extendida, en la cual el sitio de unión al ligando se proyecta más 
lejos respecto de la superficie de la membrana (véase la Fig. 20-37). 
Estos modelos estructurales proporcionan una explicación atracti- 
va para la capacidad de las integrinas de mediar la señalización desde 
afuera hacia adentro y desde adentro hacia afuera. La unión de ciertas 
moléculas de la MEC o de las CAM en otras células al sitio de unión al 
ligando extracelular de la integrina podría obstaculizarla en la forma 
activa con colas citoplasmáticas separadas. Los adaptadores intrace- 
lulares podrían “censar” la separación de las colas y, como resultado, 
unirse a ellas o disociarse. Por consiguiente, los cambios en estos adap- 
tadores podrían alterar el citoesqueleto y activar O inhibir las vías de 
señalización intracelular. A la inversa, los cambios en el estado meta- 
dólico/señalización de las células podrían causar que los adaptadores 
intracelulares se unan a las colas citoplasmáticas de las integrinas o se 
disocien de ellas y así forzar a las colas a separarse O asociarse. Como 
Una Consecuencia, la integrina podría curvarse (inactivarse) o exten- 
derse (activarse), y de esta manera alterar su interacción con la MEC 
U Otras células. En efecto, estudios in vitro de integrinas purificadas 
'econstituidas individualmente para formar bicapas lipídicas “nano- 


se les añadieron el dominio de unión a integrina y el dominio “cabeza” de 
activación de la proteína adaptadora talina. Se recolectaron y promediaron 
múltiples imágenes de microscopía electrónica de los discos individuales. 

Los nanodiscos de fosfolípidos se indican mediante círculos blancos de línea 
punteada, las alturas de las regiones extracelulares de la integrina que se 
extienden por encima de los nanodiscos están indicadas por corchetes. (c) Un 
modelo molecular de la región extracelular de la integrina cvB3 en su forma 
inactiva, de baja afinidad (“curvada”), con la subunidad «a en tonos de azul y 

la subunidad B en tonos de rojo se basa en la estructura de cristalografía de 
rayos X. Los principales sitios de unión al ligando se encuentran en la punta de 
la molécula, donde interactúan el dominio impulsor de la subunidad ax (azul 
oscuro) y el dominio BA (rojo oscuro). Un ligando péptido RGD se muestra 

en amarillo. (Adaptado de M. Arnaout y cols, 2002, Curr, Opin. Cell Biol 14:641; R. |. Hynes, 2002, Cell 
110:673; Feng Ye y cols, 2010, JCELL BIOL. 188:157-73; y M. Moser y cols., 2009, Science 324:895-899,) 


discos” demuestran que la unión del dominio globular de la proteína 
adaptadora talina a la cola citoplasmática de las cadenas f de la integri- 
na es suficiente para activar la integrina e inducir una extensión de la 
conformación curva a una forma activa, extendida (Fig. 20-37a, parte 
superior; y 20-37b, parte inferior). Otros estudios sugieren que la acti- 
vación de las integrinas en las células intactas también puede requerir 
la participación de otra clase de proteínas adaptadoras llamadas kindli- 
nas, que se unen a distintos sitios de la cola citoplasmática de la cadena 
P integrina (véase Fig. 20-37a, abajo). 

La función plaquetaria, analizada en más detalle a continuación, 
proporciona un buen ejemplo de cómo las interacciones entre célula y 
matriz están moduladas al controlar la actividad de unión de la integri- 
na. Las plaquetas son fragmentos celulares que circulan en la sangre y 
se agrupan con moléculas de la MEC para formar coágulos de sangre. 
En su estado basal, la integrina alIbf$3 presente en las membranas plas- 
máticas de las plaquetas por lo general no puede unirse fuertemente a 
sus ligandos proteicos (incluyendo fibrinógeno y fibronectina), todos 
los cuales participan en la formación de un coágulo de sangre, debido 
a que están en la conformación inactiva (curva). Durante la formación 
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del coágulo, las plaquetas se unen a proteinas de la MEC como el colá- 
Seno y a una proteína grande llamada factor von Willabrand a través 
de receptores que generan señales intracelulares. Las plaquetas también 
pueden ser activadas por el ADP o la enzima de coagulación, llamada 
trombina. Estas señales inducen alteraciones en las vías de señalización 
en el citoplasma que resultan en un cambio conformacional activador 
en la integrina aIbfB3 de la plaqueta. Como consecuencia, esta inte- 
grina luego puede unirse fuertemente a las proteínas de coagulación y 
participar en la formación del coágulo. Las personas con defectos ge- 
néticos en la subunidad [83 son propensas al sangrado excesivo, hecho 
que avala la función de la integrina alIbfB3 en la formación de coágulos 
sanguíneos (véase el Cuadro 20-3). 


Expresión de integrinas Las adhesiones de las células a los compo- 
nentes de la MEC también pueden modularse por alteración de la can- 
tidad de moléculas de integrina expuestas sobre la superficie celular. La 
integrina 044f$1, que se encuentra en muchas células hematopoyéticas, 
ofrece un ejemplo de este mecanismo regulador. Para que estas células 
hematopoyéticas proliferen y se diferencien, deben estar adheridas a 
las fibronectinas sintetizadas por las células de sostén (estromales) en 
la médula ósea. La integrina 0:48 1 sobre las células hematopoyéticas se 
une a una secuencia Glu-Ile-Leu-Asp-Val (EILDV) en la fibronectina, 
y ancla así las células a la matriz. Esta integrina también se une a una 
secuencia en una CAM llamada CAM-1 vascular (VCAM-1), que está 
presente en las células estromales de la médula ósea. Por lo tanto, las 
células hematopoyéticas contactan directamente las células estromales, 
como así también las adhieren a la matriz. Más tarde en sus diferen- 
ciaciones, las células hematopoyéticas disminuyen la expresión de esta 
integrina. Se cree que la reducción resultante en la cantidad de molé- 
culas de integrina 0:4f$1 sobre la superficie celular permite madurar las 
células sanguíneas para despegarse de las células de la matriz y de las es- 
tromales en la médula ósea y, por consiguiente, entrar en la circulación. 


Las conexiones entre la MEC y el citoesqueleto 
son defectuosas en la distrofia muscular 


La importancia de la unión mediada por receptor de adhesión 

entre los componentes de la MEC y el citoesqueleto se destaca 
por un grupo de enfermedades de desgaste muscular hereditario, colec- 
tivamente llamado distrofias musculares. La distrofia muscular de Du- 
chenne (DMD), el tipo más común, es un trastorno ligado al sexo y 
afecta a 1 cada 3 300 varones. Esta patología produce una falla cardíaca 
o respiratoria, en general en la adolescencia tardía o los veinte años. El 
primer indicio para comprender las bases moleculares de esta enferme- 
dad proviene del descubrimiento de que las personas con DMD portan 
mutaciones en el gen que codifica una proteína llamada distrofina. Se 
encontró que esta proteína, muy grande, era citosólica adaptadora y se 
une a filamentos de actina y a un receptor de adhesión denominado 
distroglucano (Fig. 20-38). 

El distroglucano se sintetiza como un precursor glucoproteico que 
es escindido proteolíticamente en dos subunidades poco tiempo des- 
pués de su síntesis y antes de que se mueva a la superficie celular. La 
subunidad Qr es una proteína periférica de membrana, y la subunidad 
fB es una proteína transmembrana cuyo dominio extracelular se asocia 
con la subunidad a: (Fig. 20-38). Múltiples oligosacáridos O-ligados se 
adhieren de manera covalente a grupos hidroxilos de cadenas laterales 
de residuos de serina o treonina en la subunidad Q.. A diferencia de los 


oligosacáridos O-ligados más abundantes, también denominados simi- 
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FIGURA 20-38 fl complejo glucoproteico distrofina (DGC) en las células 

de músculo esquelético. Este modelo esquemático muestra que el DGC 
comprende tres subcomplejos: el subcomplejo distroglucano a, B, el 
subcomplejo sarcoglucano/sarcospan de proteínas integrales de membrana 
y el subcomplejo adaptador citosólico que comprende la distrofina, otras 
proteínas adaptadoras, y moléculas de señalización. A través de sus azúcares 
O-unidos, el B-distroglucano se une a sus componentes de la lámina basal, 
como la laminina y el perlecano, y proteinas de la superficie celular, como la 
neurexina en las neuronas. La distrofina -proteina defectuosa en la distrofia 
muscular de Duchenne- une el B-distroglucano al citoesqueleto de actina, y 
la a-distrobrevina une la distrofina al subcomplejo sarcoglucano/sarcospan 
La óxido nítrico sintasa (NOS) produce el óxido nítrico, una molécula de 
señalización gaseosa, y la GRB2 es un componente de las vías de señalización 
activada por ciertos receptores de la superficie celular (véase el Cap. 15) 
(Adaptado de 5 J Winder, 2001, Trends Biochem. 5c1 26.118, y D E Michele y K. P Campbell, 2003, / Bio! 


Chem 278(18)15457-15460) 


lares a mucina, en los cuales un N-acetilgalactosamina (GalNAc) es el 
primer azúcar en la cadena unido directamente al grupo hidroxilo de la 
cadena lateral de serina o treonina (Fig. 20-20b) o la unión en proteo- 
glucanos (Fig. 20-29a), muchas cadenas O-ligadas en el distroglucano 
se unen directamente al grupo hidroxilo a través de un azúcar manosa 
(véase la Fig. 20-29c). 

Estos oligosacáridos O-ligados especializados se unen a varios com- 
ponentes de la lámina basal, incluyendo los dominios LG de la proteína 
multiadhesiva laminina de la matriz y de los proteoglucanos perlecano 
y agrina. Las neurexinas, una familia de moléculas de adhesión expre- 
sadas en las neuronas, también se unen a través de estos oligosacáridos 
especializados, cuyas estructuras heterogéneas y mecanismos de sínte- 
sis todavía no se han elucidado por completo. 

El segmento transmembrana de la subunidad B destroglucano se 
asocia con un complejo de proteínas integrales de membrana; su do- 
minio citosólico une distrofina y otras proteínas adaptadoras, como 
así po diversas proteínas se señalización intracelular (véase la 
1 se mc Eonia grande, el complejo sd 
0d ce pro pa + a matriz extracelular al citoe 0 
otros tipos de células. P ¡ Sl ro 5 cel ie 
alias dd, OS pola la enzima de señalización ax 

S a través de la sintrofina con el sub 


complejo citosólico distrofina del músculo esquelético. El aumento 

. a 
de Ca intracelular durante la contracción muscular activa la NOS 
para producir óxido nítrico (NO), una molécula de señalización que 


se difunde dentro de las células de músculo liso que rodean los vasos 


sanguíneos. NO estimula la relajación del músculo liso y produce así 
un aumento local del flujo sanguíneo que suministra nutrientes y ont 
genos al músculo esquelético. 

Las mutaciones en la distrofina, en otros componentes de la DGC, 
en la laminina o en enzimas que añaden los azúcares O-unidos al dis- 
troglucano pueden desestabilizar la conexión mediada por DGC en- 
tre el exterior y el interior de las células musculares y causar distrofias 
musculares. Además, las mutaciones de los distroglucanos han demos- 
trado reducir en gran medida el agrupamiento de los receptores de ace- 
tilcolina en las células musculares en las uniones neuromusculares, que 
también son dependientes de las proteínas de la lámina basal laminina 
y agrina. En apariencia, estos y otros posibles efectos del DGC llevan a 
un debilitamiento acumulativo de la estabilidad mecánica de las células 
musculares a medida que sufren contracción y relajación, lo que pro- 
duce el deterioro de las células y la distrofia muscular. 

Los distroglucanos proporcionan un ejemplo minucioso e im- 
portante desde el punto de vista médico de las redes intrincadas de 
conectividad en la biología celular. Originalmente, el distroglucano se 
descubrió en el contexto del estudio de la DMD. Sin embargo, luego se 
demostró que se expresaba en las células no musculares y, a través de 
su unión a la laminina, cumplía un papel en el ensamblado y la estabi- 
lidad de al menos algunas membranas basales. Así, resulta esencial para 
el desarrollo normal. Los estudios adicionales llevaron a su identifica- 
ción como un receptor de la superficie celular para el virus que causa 
la enfermedad humana mortal fiebre de Lassa y otras relacionadas con 
virus, todas las cuales se unen a través de los mismos azúcares O-liga- 
dos especializados que median la unión de la laminina. Por otro lado, 
el distroglucano también es el receptor de células especializadas en el 
sistema nervioso (células de Schwann) que unen la bacteria patogénica 
Mycobacterium leprae, organismo causante de la lepra. M 


Las IgCAM median la adhesión entre célula y célula 
en los tejidos neuronales y en otros 


Numerosas proteínas transmembrana caracterizadas por la presencia 
de múltiples dominios de inmunoglobulina en sus regiones extrace- 
lulares constituyen la superfamilia de las inmunoglobulinas (18) de las 
CAM, o IgCAM. El dominio Ig es un dominio proteico común, que 
contiene 70-110 residuos, y fue identificado por primera vez en los 
anticuerpos, las inmunoglobulinas que unen antígeno, pero que tiene 
un origen evolutivo mucho más ancestral en las CAM. Los genomas 
humano, de D. melanogaster y de C. elegans incluyen alrededor de 765, 
150 y 64 genes, respectivamente, que codifican proteínas con dominios 
lg. Los dominios de inmunoglobulina se encuentran en una amplia 
variedad de proteínas de la superficie celular, incluyendo Lon receptores 
de célula T producidos por los linfocitos y muchas proteínas que par- 
ticipan en interacciones adhesivas. Entre las Ig CAM se encuentran las 
CAM neurales, las CAM intercelulares (ICAM), que funcionan en el 
movimiento de los leucocitos hacia el interior de los tejidos, y las mo- 
léculas de adhesión a unión (JAM), presentes en las uniones estrechas. 

Como lo implican sus nombres, las CAM neurales son de pe 
cular importancia en los tejidos neurales. Un tipo, las NCAM, median 
Principalmente interacciones homófilas. Expresadas por primera vez 


durante la morfogénesis, las NCAM cumplen un papel importante en 
la diferenciación de las células musculares, nerviosas y gliales. Su papel 
en la adhesión celular se demostró directamente mediante la inhibición 
de la adhesión con anticuerpos anti-NCAM. Numerosas isoformas de 
NCAM, codificadas por un único gen, se generan mediante corte y em- 
palme alternativo por diferencias en la glucosilación. Otras CAM neura- 
les (p. ej., las LI-CAM) son codificadas por genes diferentes. En los seres 
humanos, las mutaciones en diferentes partes del gen LI-CAM causan 
diversas neuropatologías (p. ej., retraso mental, hidrocefalia congénita y 
espasticidad). 

Una NCAM comprende una región extracelular con cinco domi- 
nios Ig y dos dominios de fibronectina tipo III, un único domino que 
atraviesa la membrana, un segmento citosólico que interactúa con el 
citoesqueleto (véase la Fig. 20-2). Por el contrario, la región extracelular 
de L1-CAM tiene seis dominios Ig y cuatro dominios de fibronectina 
tipo TI. Al igual que con las cadherinas, las interacciones cis (intrace- 
lulares) y las trans (extracelulares) probablemente cumplen funciones 
clave en la adhesión mediada por Ig CAM (véase la Fig. 20-3); sin em- 
bargo, la adhesión mediada por IgCAM es independiente de Ca”*. 

La adhesión covalente de múltiples cadenas de ácido siálico, un 
derivado del azúcar cargado negativamente, a las NCAM altera sus 
propiedades adhesivas. En los tejidos embrionarios como el cerebro, el 
ácido polisiálico constituye tanto como el 25% de la masa de NCAM. 
Posiblemente debido a la repulsión entre los muchos azúcares cargados 
negativamente en estas NCAM, los contactos entre célula y célula son 
bastante transitorios, se forman y se rompen, una propiedad necesaria 
para el desarrollo del sistema nervioso. Por el contrario, las NCAM del 


tejido adulto contienen como mucho solo un tercio de ácido siálico, lo 
cual permite adhesiones más estables. 


El movimiento de leucocitos hacia el interior de 
los tejidos está orquestado por una secuencia 


precisamente sincronizada de interacciones 
adhesivas 


En los organismos adultos, diversos tipos de glóbulos blancos (leuco- 
citos) participan en la defensa contra infecciones causadas por bac- 
terias y virus o por tejido dañado debido a traumatismo o inflama- 
ción. Para luchar contra la infección y separar el tejido dañado, estas 
células deben moverse rápidamente desde la sangre, donde circulan 
como células relativamente quiescentes, sin adherirse, hacia el tejido 
subyacente en los sitios de infección, inflamación o daño. Conoce- 
mos mucho acerca del movimiento hacia el interior de los tejidos, 
llamado extravasación, de cuatro tipos de leucocitos: neutrófilos, que 
liberan diversas proteínas antibacterianas; monocitos, los precursores 
de los macrófagos, que pueden engullir y destruir partículas extrañas; 
y linfocitos T y B, las células del sistema inmunitario que reconocen 
antígenos (véase el Cap. 23). 

La extravasación requiere la formación sucesiva y la rotura de con- 
tactos entre célula y célula entre los leucocitos en las células sanguíneas y 
endoteliales que revisten los vasos. Algunos de estos contactos están me- 
diados por las selectinas, una familia de las CAM que median las interac- 
ciones entre células vasculares y leucocitos. Un participante clave en estas 
interacciones es la P-selectina, localizada sobre la superficie orientada ha- 
cia la sangre de las células endoteliales. Todas selectinas contienen un do- 
minio lectina dependiente de Ca”, que está localizado en el extremo distal 
de la región extracelular de la molécula y reconoce azúcares particulares 
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2) ANIMACIÓN FOCALIZADA: Adhesión célula célula en la extravasación leucocitaria 


Leucocito 
(estado de reposo) 


Ligando selectina 


(hidrato de Integrina 
carbono específico) alp2 
a ICAM-2 ICAM 
Receptor - -1 
p la dl 
———+ 
Célula 
endotelial Vesícula que 


contiene selectina P 


Activación endotelial y adhesión 
leucocito y rodamiento 


Activación del leucocito 
(PAF activa integrina) 


Extravasación 


FIGURA 20-39 Interacciones endoteliales-leucocitarias: activación, 
unión, rodamiento y extravasación. Paso (HI) en ausencia de inflamación 

o infección, las células leucocitarias y endoteliales que recubren los vasos 
sanguíneos están en un estado de reposo. Paso (EJ): las señales inflamatorias 
liberadas solo en zonas de inflamación, infección o ambas activan las células 
endoteliales en reposo para mover selectinas secuestradas en vesículas hasta 
la superficie celular. Las selectinas expuestas median la unión débil de los 
leucocitos mediante interacción con ligandos de hidratos de carbono sobre los 
leucocitos. El flujo sanguíneo fuerza los leucocitos débilmente unidos a rodar 


en glucoproteínas o glucolípidos (véase la Fig. 20-2). Por ejemplo, el li- 
gando primario para las selectinas P y E es en un oligosacárido llamado el 
antígeno x sialilo de Lewis, parte de oligosacáridos más largos presentes en 
forma abundante en glucoproteínas y glucolípidos de leucocitos. 
La Figura 20-39 ilustra la secuencia básica de las interacciones entre 
célula y célula que llevan a la extravasación de leucocitos. Las varias 
señales inflamatorias liberadas en zonas de infección o inflamación pri- 
mero provocan la activación del endotelio. La selectina P expuesta so- 
bre la superficie de las células endoteliales activadas media la adhesión 
débil de los leucocitos circulantes. Debido a la fuerza del flujo sanguí- 
neo y a la rápida velocidad de “encendido” y “apagado” de la unión de la 
selectina P a sus ligandos, estos leucocitos “atrapados” se desplazan de 
forma más lenta, pero no se detienen y literalmente ruedan a lo largo de 
la superficie del endotelio. Entre las señales que estimulan la activación 
del endotelio se encuentran las quimiocinas, un grupo de pequeñas 
proteínas secretadas (8-12 kDa) producidas por una amplia variedad 
de células, que incluyen las células endoteliales y los leucocitos. 
Para que la adhesión estrecha ocurra entre las células endoteliales 
y los leucocitos, las integrinas que contienen P2 sobre las superficies 
de los leucocitos también deben ser activadas indirectamente por 
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Adhesión firme a través 
de la unión integrina/ICAM 


a lo largo de la superficie endotelial de los vasos sanguíneos. La activación 

del endotelio causa la síntesis clel factor de activación plaquetario (PAF) y la 
ICAM-1, ambos expresados sobre la superficie celular. PAF y otras activadores 
secretados, incluyendo las quimiocinas, luego inducen cambios en las formas 
de las integrinas de leucocitos como al B2, que es expresada por los linfocitos 
T (paso EJ). La posterior unión fuerte entre las Integrinas activadas sobre los 
leucocitos y las CAM sobre el endotelio (p. ej, ICAM-2 e ICAM-1) provoca la 
adhesión Arme (paso EJ) y el movimiento subsiguiente (extravasación) hacia el 
tejido subyacente (paso EJ). (Adaptado de R. O Hynes y A Lander, 1992 CeN/ 68.303 


quimiocinas u otras señales de activación local, como el factor acti- 
vador de plaquetas (PAF). El factor activador de plaquetas es inusual, 
a 1 es e en lugar de ser una proteína; es expuesto so- 
re la superficie as Célul: liales acti ¡ | 

p de las células endoteliales activadas al mismo tiempo 
que se expone la selectina P. La unión de PAF u otros activadores a 
sus receptores acoplados a la prote 
activación de las integrinas de los ] 


ína G sobre los leucocitos lleva a la 
dad intasea Era 20-57% Las into aan a sus formas de alta afini- 
] gras activadas sobre los leucocitos 
luego se unen a las IgCAM distintivas sobre la superficie de las célu- 
las endoteliales, Estas incluyen la ICAM-2, que se expresa de manera 
a y la ICAM-1. Esta última, cuya síntesis es inducida por 
activación, no suele contribuir sustancialmente a la adhesión de las 
Eelulas endoteliales a los leucocitos inmediatamente después de la ac- 
tivación, SINO que participa más tardíamente en casos de inflamación 
crónica. La fuerte adhesión resultante : z 
de Ran independiente de Ca?" comilice al cese- del rada- 
a ) a la diseminación de los leucocitos sobre la su erficie del 
en otelio; pronto, las células adheridas se mueven ent ; élulas 
endoteliales adyacentes y hacia el interior d . eine El 
paso de extravasación en Si mi Ple el tejido subyacente. : 
mismo (también denominado transmi- 


mediada por las interacciones 


oracion 10) diapédesis; paso 5 | en la He. 20 39) requiere la disoci 
ha] a ! . . e e SOCIa- 
¡ón de interacciones pol lo demás estables e : 
c S 


ml $ ntre células endoteliales 
“iIncipa "nte cal “la C : 
que SON principalmente mediadas por la CAM VE-cadhe 


rina. Existe 


un acuerdo general respecto de que las interacciones de leucocito 
: s 


con las células endoteliales inician la señalización desde afuera ha 
s y , . a d- 
cia dentro en las células endoteliales que debilit 


¡ an o interrumpen sus 
interacciones mediadas por cadherina VE, y 


permiten el movimien- 


10 paracelular de los leucocitos. También pueden estar involucradas 
alo 


fuerzas mecánicas y otros mecanismos. 

La adhesión selectiva de los leucocitos a] endotelio cerca de los si- 
tios de infección O inflamación depende por tanto de la aparición y 
activación secuencial de varias CAM sobre las superficies de las células 
interactuantes. Diferentes tipos de leucocitos expresan distintas inte- 
grinas, todas las cuales contienen la subunidad P2. No obstante, 


| todos 
los leucocitos se mueven hacia el inte 


rior de los tejidos por el mismo 
mecanismo general descrito en la Figura 20-39. 

Muchas de las CAM usadas para dirigir la adhesión de los leuco- 
citos son compartidas entre diferentes tipos de leucocitos y tejidos 
diana. Sin embargo, a menudo solo un tipo particular de leucocito 
se dirige a un tejido particular. ¿Cómo se logra esta especificidad? Se 
ha propuesto un modelo de tres pasos para explicar la especificidad 
del tipo de célula de tal interacción entre célula endotelial y leuco- 
cito. Primero, la activación endotelial estimula la unión reversible, 
transitoria, relativamente débil (p. ej., la interacción de selectinas 
y sus ligandos de hidratos de carbono). Sin la activación local de 
señales, el leucocito se moverá rápidamente. Segundo, las células en 
la vecindad inmediata del sitio de infección o inflamación liberan o 
expresan señales químicas como las quimiocinas y PAF, que activan 
solo subgrupos especiales de leucocitos adheridos transitoriamente, 
dependiendo de los tipos de receptores quimiocina que expresan. 
Tercero, las CAM dependientes de activación adicional (p. ej., las 
integrinas) emplean sus patrones de unión y llevan a adhesiones 
fuertes prolongadas. Solo si se estable la combinación adecuada de 
CAM, patrones de unión y señales de activación junto con la sin- 
cronización apropiada en un sitio específico, un leucocito dado se 
adherirá fuertemente. Tal densidad combinatoria e interacciones 
cruzadas permiten que un conjunto pequeño de CAM sirva para 
diversas funciones a través de todo el cuerpo —un buen ejemplo de 


parsimonia biológica—. 


La falta de adhesión de los leucocitos es causada por un defecto 
genético en la síntesis de la subunidad P2 de la integrina. Las per- 
sonas con este trastorno son susceptibles a padecer infecciones bacteria- 
nas repetidas debido a que sus leucocitos no pueden extravasarse ade- 
cuadamente y, por ende, luchar contra la infección dentro de un tejido. 
Algunos virus patogénicos han desarrollado mecanismos para ex- 
plotar en su propio beneficio las proteínas de la superficie celular que 
participan en la respuesta normal a la inflamación. a ejemplo, mu- 
chos de los virus de RNA que causan el resfriado común (rinovirus) se 
Unen a las células y entran a través de las ICAM-1, y los receptores de 
de entrada importantes para el virus de 


(HIV), la causa del sida. Las integrinas 
nalización de una amplia varie- 


quimiocinas pueden ser sitios 
la inmunodeficiencia humana 
Parecen participar en la unión y la inter EN 
dad de virus, incluyendo retrovirus (que causan fiebre y gastroenteritis, 
en especial en bebés), adenovirus (que causan conjuntivitis, enferme- 


dad respiratoria aguda) y el virus de la fiebre aftosa (causante de fiebre 


en el ganado y los cerdos). E 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 20.5 


Interacciones adhesivas en células movibles 

y no movibles 

* Muchas células tienen agregados que contienen integrinas (p. €j., ad- 
hesiones focales, adhesiones 3D, podosomas) que física y funcional- 
mente conectan células a la matriz extracelular y facilitan la señaliza- 
ción desde adentro hacia afuera y desde afuera hacia adentro. 


* Por medio de la interacción con las integrinas, la estructura tridimen- 
sional de la MEC que rodea una célula puede influir profundamente en 
el comportamiento celular. 


+ Las integrinas existen en dos conformaciones (curva-inactiva, recta- 
activa) que difieren en la afinidad por ligandos y en las interacciones 
con proteínas adaptadoras citosólicas (véase la Fig. 20-37); la alternan- 
cia entre estas dos conformaciones permite la regulación de la activi- 
dad de la integrina, la cual es importante para controlar la adhesión y 
el movimiento celulares. 


* El distroglucano, un receptor de adhesión, forma un complejo grande 
con distrofina, otras proteínas adaptadoras y moléculas de señalización 
(véase la Fig. 20-38). Este complejo conecta el citoesqueleto de actina a 
la matriz que la rodea y proporciona estabilidad mecánica al músculo. 
Las mutaciones en diversos componentes de este complejo causan di- 
ferentes tipos de distrofia muscular. 


* Las moléculas de adhesión a célula neural, que pertenecen a la familia 
de inmunoglobulinas (Ig), median la adhesión entre célula y célula in- 
dependiente de Ca”* en los tejidos neurales y otros. 


* La interacción combinatoria y secuencial de diversos tipos de CAM 
(p. ej., selectinas, integrinas e ICAM) es crucial para la adhesión fuerte 
y específica de distintos tipos de leucocitos a las células endoteliales en 
respuesta a señales locales inducidas por infección o inflamación (véase 
la Fig. 20-39). 


20.6 Tejidos vegetales 


Nos centraremos ahora en el ensamblaje de células vegetales para 
formar tejidos. En general, la organización estructural global de las 
plantas es más simple que la de los animales. Por ejemplo, las plantas 
tienen solo cuatro tipos amplios de células, que en las plantas madu- 
ras forman cuatro clases de tejidos: el tejido dérmico interactúa con el 
ambiente, el tejido vascular transporta agua y sustancias disueltas como 
azúcares e iones, el tejido de sostén que llena espacios constituye los 
principales sitios del metabolismo y el tejido esporógeno forma los ór- 
ganos reproductores. Los tejidos vegetales están organizados en solo 
cuatro sistemas de órganos principales: los tallos tienen funciones de 
sostén y de transporte, las raíces proporcionan anclaje y absorben y al- 
macenan nutrientes, las hojas son los sitios de fotosíntesis y las flores 
encierran las estructuras de reproducción. Por lo tanto, a nivel celular, 
tisular y de los Órganos, las plantas suelen ser menos complejas que la 
mayoría de los animales. 

Más aún, a diferencia de los animales, las plantas no reemplazan o 
reparan las células o tejidos dañados o viejos; ellas simplemente desa- 
rrollan órganos nuevos. En efecto, el destino del desarrollo de cualquier 
célula vegetal dada se basa principalmente en su posición en el orga- 
nismo en lugar de en su linaje (véase el Cap. 21), mientras que ambos 
son importantes en los animales. Por ende, tanto en la célula vegetal 
como en la animal, la comunicación directa con sus vecinas es impor- 


20.6 Tejidos vegetales 


967 


(a) (b) 


Núcleo 


Mitocondria A 
ZE 


Vacuola 


Plasmodesmo 


FIGURA 20-40 Estructura de la pared celular. (a) Panorama general de la 
organización de una célula vegetal típica, en la cual la célula llena de orgánulos 
con su membrana plasmática está rodeada por una matriz extracelular bien 
definida denominada pared celular. (b) Representación esquemática de la 
pared celular de una cebolla. La celulosa y la hemicelulosa están dispuestas 

en al menos tres capas en una matriz de polímeros de pectina. El tamaño de 
los polímeros y sus separaciones están dibujados a escala. Para simplificar 

el diagrama, la mayor parte de los enlaces cruzados de la hemicelulosa y 


tante. Lo principal para este capítulo, y a diferencia de los animales, las 
pocas células en las plantas contactan directamente unas con otras a 
través de moléculas incorporadas en sus membranas plasmáticas. En 
efecto, las células vegetales están rodeadas típicamente por una pared 
celular rígida que contacta las paredes celulares de células adyacentes 
(Fig. 20-40a). También en contraste con las células animales, una célula 
vegetal raramente cambia su posición en el organismo en relación con 
otras células. Estas características de las plantas y su organización han 
determinado los mecanismos moleculares distintivos por los cuales las 
células vegetales se comunican unas con otras y forman tejidos. 


La pared celular vegetal es un laminado de fibrillas 
de celulosa en una matriz de glucoproteínas 


La matriz extracelular vegetal, o pared celular, que está compuesta 
principalmente de polisacáridos y es de -0,2 hm de espesor, cubre por 
completo el exterior de la membrana plasmática de la célula vegetal. 
Esta estructura cumple algunas de las funciones de la matriz extracelu- 
lar producida por las células animales, a pesar de que las dos estructu- 
ras están compuestas por macromoléculas completamente diferentes y 
tienen una organización distinta. Alrededor de 1 000 genes en la planta 
Arabidopsis, una planta con flores también llamada “berro” (véanse los 
Caps. 1 y 6), se dedican a la síntesis y el funcionamiento de su pared 
celular, incluyendo aproximadamente 414 glucosiltransferasas y más de 
316 genes de glucosilhidrolasa. Al igual que la MEC de las células ani- 
males, la pared celular vegetal conecta las células para formar tejidos, 
le indica a la célula que crezca y se divida, y controla la forma de los 
órganos de la planta. Es una estructura dinámica que cumple funcio- 
nes importantes en el control de la diferenciación y proporciona una 
barrera para protegerse contra la infección de patógenos. Al igual que 
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(c) Microfotografía electrónica de grabado profundo, por congelamiento 
rápido de la pared celular del guisante, en la cual algunos de sus polisacáridos 
de pectina se eliminaron por tratamiento químico. Las abundantes fibras 

más gruesas son microfibrillas de celulosa, y las Abras más delgadas son 
hemicelulosa entrecruzada (puntas de flecha rojas). (Parte (b] adaptado de M. McCann y 


KR Roberts, 1991, in C. Lloyd, ed, The ( yroeskeleral Baswis of Plant Grovn and Form, Academic Pres 
Parte [c] de T Fujimo y T Itoh, 1998 Plant Cell Physiol. 39:1315-1323) 
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as modified in C. Somerville y cols 


la matriz extracelular ayuda a definir la forma de las células animales, 
la pared celular define las formas de las paredes vegetales. Cuando la 
pared celular se digiere y se separa de las células vegetales mediante 
enzimas hidrolíticas, quedan las células esféricas encerradas por una 
membrana plasmática. 

Debido a que la función principal de una pared celular vegetal es 
soportar la presión osmótica de turgencia de la célula (¡entre 99,97 y 
2 999 kilopascales!), la pared celular está construida para fuerzas latera- 
les. Está formada en capas de microfibrillas de celulosa, haces de 30-36 
cadenas de polímeros largos (de 7 pm o más) y lineales extensamente 
unidos por enlaces de hidrógeno compuestos por glucosas unidas por 
enlaces 3 glucosídicos. Las microfibrillas de celulosa están embebidas 
en una matriz compuesta de pectina, un polímero de ácido D-galactu- 
rónico y otros monosacáridos, y hemicelulosa, un polímero corto, alta- 
mente ramificado, de varios monosacáridos de cinco y seis carbonos. 
La fuerza mecánica de la pared celular depende del entrecruzamiento 
de las microfibrillas por cadenas de hemicelulosa (Fig. 20-40b, c). Las 
capas de microfibrillas evitan el estiramiento lateral de la pared celular. 
Las microfibrillas de celulosa se sintetizan del lado exoplasmático de 
la membrana plasmática a partir de UDP-glucosa y ADP-glucosa for- 
mada en y citosol. La enzima polimerizante, llamada celulosa sintasa, 
e da ea membrana pá ro e 
ds res a medida que se forma la ce- 
O distintivo para la comunicación 
intracelular/extracelular. 

Dei bic sn 
EN portadas a la superficie celular, don- 
Interconectada que ayuda a unir las des de cé- 
lulas adyacentes unas co : Jl : 
! N Otras y a amortiguarlas. Cuando se purifica, 
la pectina une agua y forma un ' . p 
gel en presencia de Ca” e iones boratos 


(por ende, el uso de pectinas en muchos alimentos procesados). Tanto 
sl Je 9). a 


ar compuesto por extensina, 
e hidroxiprolina y serina. La 


| e a están unidos a cadenas cortas 
de arabinosa (un monosacárido de cinco carbonos) 


serina están unidos a galactosa. Los hidratos de 
alrededor de un 65% del peso de la extensina, y su esqueleto de pro- 
teina forma una hélice extendida similar a un bastón con hidroxilos o 
hidratos de carbono O-ligados que sobresalen hacia afuera. La ligina 
(un polímero insoluble, complejo, de residuos fenólicos) se asocia uón 


la celulosa y es un material que otorga fuerza. Al igual que 
glucanos del cartílago, | 


como el 15% de la pared celular puede est 
una glucoproteína que contiene abundant 
mayoria de los residuos de hidroxiprolin 


, y los residuos de 
carbono representan 


> los proteo- 
a ligina resiste las fuerzas de compresión sobre 
la matriz. 


La pared celular es un filtro selectivo cuya permeabilid 
trolada en gran medida por las pectinas en la matriz de la pared. Mien- 
tras que el agua y los iones se difunden libremente a través de las pa- 
redes celulares, la difusión de moléculas grandes, incluye 


ad está con- 


ndo proteínas 
mayores a 20 kDa, es limitada. Esta limitación puede explicar por qué 
muchas hormonas vegetales son pequeñas moléculas solubles en agua, 
que pueden difundirse a través de la pared celular e interactuar con los 
receptores en la membrana plasmática de las células vegetales. 


La pérdida de rigidez de la pared celular permite 
el crecimiento de la célula vegetal 


Debido a que la pared celular que rodea una célula vegetal evita que se 
expanda, la estructura de la pared debe aflojarse cuando crece la célula. 
La cantidad, el tipo la y dirección de crecimiento de la célula vegetal es- 
tán regulados por pequeñas moléculas de hormonas llamadas auxinas. 
El debilitamiento inducido por las auxinas de la pared celular permite 
la expansión de la vacuola intracelular al incorporar agua, y esto lleva 
a la elongación de la célula. Podemos apreciar la magnitud de este fe- 
nómeno al considerar que, si todas las células de un árbol de secuoya 
fueran reducidas al tamaño típico de los hepatocitos, el árbol tendría 
una altura máxima de apenas 1 metro. 

La pared celular atraviesa su mayor cambio en el meristemo de 
una raíz o en la punta de su brote. Estos sitios son donde las células 
se dividen y se expanden. Las células meristemáticas jóvenes están co- 
nectadas por paredes celulares primarias delgadas, que pueden ablan- 
darse y estirarse para permitir subsiguientes estiramientos. Después 
de que la elongación celular cesa, la pared celular suele engrosarse, ya 
sea por secreción de macromoléculas adicionales en la pared celular 
o, más usualmente, por la formación de una pared celular secundaria 
compuesta por varias capas. La mayor parte de la célula a 
degenera y deja solo la pared celular en los tejidos pales a e y 
lema (los tubos que conducen las sales y el agua desde las raíces a través 
de los tallos hasta las hojas). Las propiedades únicas de la madera y de 
las fibras vegetales como el algodón se deben a las propiedades molecu- 
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lares de las paredes celulares en los tejidos de origen. 


Los plasmodesmos conectan directamente los 
citosoles de células adyacentes en las plantas 


Superiores 
La presencia de una pared celular que separa las eAlulas eu lesiplaritas 


. aci e: ¿lul: r ende 
impone barreras a la comunicación entre célula y célula (y po ; 


la diferenciación de tipo de célula) no enfrentada por los animales. Un 
mecanismo distintivo utilizado por las células vegetales para comuni- 
carse directamente es a través de uniones especializadas entre célula y 
célula llamadas plasmodesmos, que se extienden a través de la pared 
celular. Al igual que las uniones de hendidura, los plasmodesmos son 
canales que conectan el citosol de una célula con el de una célula adya- 
cente. El diámetro del canal es de alrededor de 30-60 nm, y su longitud 
puede variar y ser mayor de 11m. La densidad de los plasmodesmos 
varía dependiendo del tipo de planta y de célula, e incluso las células 
meristemáticas más pequeñas tiene más de 1 000 interconexiones con 
sus vecinas. Aunque se han identificado una variedad de proteínas y 
polisacáridos que están física o funcionalmente asociados con los plas- 
modesmos, los componentes proteicos estructurales clave de los plas- 
modesmos y los mecanismos detallados que subyacen a sus biogénesis 
permanecen sin ser identificados. 

Las moléculas más pequeñas de alrededor de 1 000 Da, incluyen- 
do una variedad de componentes metabólicos y de señalización (io- 
nes, azúcares, aminoácidos), en general pueden difundirse a través de 
los plasmodesmos. Sin embargo, el tamaño del canal a través del cual 
pasan las moléculas es altamente regulado. En algunas circunstancias, 
el canal está cerrado con fuerza; en otros, está lo suficientemente dila- 
tado para permitir el paso de moléculas más grandes que 10 000 Da. 
Entre los factores que afectan la permeabilidad de los plasmodesmos, 
se encuentra la concentración de Ca” citosólico, cuyo aumento inhi- 
be de manera reversible el movimiento de moléculas a través de estas 
estructuras. 

Aunque los plasmodesmos y las uniones de hendidura se aseme- 
jan funcionalmente entre sí con respecto a la formación de canales 
para la difusión de moléculas pequeña, sus estructuras difieren dra- 
máticamente en dos formas significativas (Fig. 20-41). En los plas- 
modesmos, las membranas plasmáticas de las células vegetales adya- 
centes se fusionan para formar un canal continuo, el anillo, mientras 
que las membranas de las células en una unión de hendidura no son 
continuas entre sí. Hay un plasmodesmo único (poro único) y plas- 
modesmos complejos que se ramifican para formar múltiples canales. 
Además, los plasmodesmos exhiben muchas características funcio- 
nales y estructurales complejas. Por ejemplo, contienen dentro del 
canal una extensión de retículo endoplasmático llamada desmotúbulo 
que pasa a través del anillo y conecta los citosoles de células vegetales 
adyacentes. También tienen una variedad de proteinas especializadas 
en la entrada del canal que lo recorren a través de toda la longitud, 
incluyendo proteínas del citoesqueleto, motoras y de acoplamiento 
que regulan los tamanos y tipos de moléculas que pueden pasar por 
el canal. Muchos tipos de moléculas se diseminan de célula en célula a 
través de los plasmodesmos, incluyendo algunos complejos proteicos, 
productos metabólicos y virus de plantas. Al parecer, algunos de estos 
requieren chaperonas especiales para facilitar el transporte. Cinasas 
especializadas pueden también fosforilar componentes de plasmo- 
desmos para regular sus actividades (p. ej., apertura de canales). Las 
moléculas solubles pasan a través del anillo citosólico, alrededor de 
3-4 nm de diámetro, que se encuentra entre la membrana plasmática 
y el desmotúbulo, mientras que las moléculas unidas a la membrana 
o ciertas proteínas dentro del lumen del RE pueden pasar de célula a 
célula a través del desmotúbulo. Los plasmodesmos parecen cumplir 
una función importante en la regulación del desarrollo de las células 
vegetales y de los tejidos, como lo sugiere su capacidad para mediar 
el movimiento intracelular de los factores de transcripción y los com- 
plejos de proteínas ribonucleares. 
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FIGURA 20-41 Plasmodesmos. (a) Modelo esquemático de un 
plasmodesmo que muestra el desmotúbulo, una extensión del retículo 
endoplasmático (RE), y el anillo, un canal revestido de membrana plasmática 
con citosol que interconecta los citosoles de células adyacentes. (b) 
Microfotografías electrónicas de secciones delgadas de una hoja de caña de 
azúcar (corchetes indicados por plasmodesmos individuales). (Izquierda) Vista 
longitudinal que muestra el RE y los desmotúbulos que corren a traves de 
cada anillo. (Derecha) Vistas perpendiculares de secciones transversales de 
plasmodesmos, en algunos de los cuales se pueden ver las estructuras que 
conectan la membrana plasmática con el desmotúbulo. (Fane (bl de K Robinmon 


Beers y R E Evert, 1991, Planta 184 207-518.) 


Solo se han identificado unas pocas moléculas 
adhesivas en las plantas 


El análisis sistemático del genoma Arabidopsis y el análisis bioquímico 
de otras especies de plantas no proporcionan evidencia para la exis- 
tencia de homólogos vegetales de la mayoría de las CAM animales, re- 
ceptores de adhesión y componentes de la MEC. Este hallazgo no es 
sorprendente, dada la naturaleza radicalmente distinta de las interac- 
ciones entre célula y célula y entre célula y matriz/pared celular en los 
animales y las plantas. 

Entre las proteínas del tipo adhesivas aparentemente únicas en las 
plantas, se encuentran cinco cinasas asociadas a la pared (wall-asso- 
ciated kinases, WAK) y proteínas similares a las WAK expresadas en la 
membrana plasmática de células de Arabidopsis. Las regiones extrace- 
lulares en todas estas proteínas contienen múltiples repeticiones del 
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ejemplo, la adhesión normal del polen, que contie 
al estigma o estilo en el órgano reproductor femenino del lirio de Pascua 
requiere una proteína rica en cisteína llamada adhesina de estigma/estilo 
rica en cisteína (SCA) y una pectina especializada que puede unirse a la 
SCA (Fig. 20-42). Una proteína pequeña, probablemente embebida en la 
MEC, — 10 kDa, llamada quimocianina trabaja en conjunto con la SCA 
para ayudar a dirigir el movimiento del tubo de polen que contiene es- 
permatozoides (quimiotaxis) hasta el ovario. La interrupción del gen que 
codifica la glucuroniltransferasa 1, una enzima clave en la biosíntesis de 
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CONCEPTOS CLAVE de la Sección 20.6 
Tejidos vegetales 


* La integración de las células para formar los tejidos en las plantas 
es fundamentalmente distinto del ensamblaje de los tejidos animales 
debido sobre todo a que cada célula vegetal está rodeada por una pared 
celular relativamente rígida. 


* La pared celular vegetal comprende capas de microfibrillas de celulosa 
embebidas dentro de una matriz de hemicelulosa, pectina, extensina y 
otras moléculas menos abundantes. 


* La celulosa, un polímero lineal y largo de glucosa, se ensambla es- 
pontáneamente para formar microfibrillas estabilizadas por enlace de 
hidrógeno. 


* La pared celular define la forma de las células vegetales y restringe 
su elongación. La relajación de la pared celular inducida por la auxina 
permite la elongación. 


* Las células vegetales adyacentes pueden comunicarse a través de plas- 
modesmos, uniones que permiten a las moléculas pasar a través de ca- 
nales complejos que conectan los citosoles de células adyacentes (véase 
la Fig. 20-41). 


* Las plantas no producen homólogos de las moléculas adhesivas co- 


munes que se encuentran en los animales. Ha 
pocas moléculas adhesivas únicas de las plantas ha 
mentadas. 
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Perspectivas para el futuro 

Un conocimiento más profundo de la integración de las células en te- 
plejos se basará en los ies y 
s subdisciplinas de la biología celular 
microscopia, genética, genómica, 
(junto con la bioingeniería y las 
de la biología celular se encuen- 


Jidos en los organismos com 
técnicas de prácticamente todas la 
y molecular-bioquímica, biofísica, 
proteómica y biología del desarrollo 
ciencias de la computación). Esta área 
tra en gran expansión. 


Un grupo importante de preguntas para el futuro tiene que ver con 
los mecanismos por los cuales un grupo de células detecta y responde 
a fuerzas mecánicas sobre ellas y sobre la matriz extracelular, así como 
también la influencia de sus disposiciones tridimensionales e interac- 
ciones. Una pregunta relacionada es cómo esta información es utilizada 
para controlar la estructura y función de células y tejidos. Estos temas 
involucran los campos de la biomecánica y la mecanotransducción. Las 
tensiones u otro tipo de estrés pueden inducir distintos patrones de ex- 
presión génica y crecimiento celular y alterar en gran medida el meta- 
bolismo celular y las respuestas al estímulo extracelular. Los canales de 
cationes mecanosensitivos no selectivos (NSC,,.), al menos algunos de 
los cuales parecen ser miembros del potencial transitorio de receptor, O 
TRP, la familia de canales catiónicos, son activados por el estiramiento 
de la membrana plasmática. Son participantes de importancia en la 
mecanotransducción, como los que están involucrados en censar el so- 
nido en el oído, el cual es mediado, en parte, por cadherinas especiali- 
zadas. La mayoría de las clases de moléculas analizadas en este capítulo 
(componentes de la MEC, receptores de adhesión, CAM, adaptadores 
intracelulares y el citoesqueleto) parecen cumplir funciones cruciales 
en las vías de señalización mecanosensitivas y de mecanotransducción. 
Futuras investigaciones nos brindarán una comprensión más sofisti- 
cada de las funciones de la organización tridimensional de las células 
y los componentes de la MEC y las fuerzas que actúan sobre ellos en 
condiciones normales y en condiciones patológicas en el control de las 
estructuras y actividades de los tejidos. Las aplicaciones de tal com- 
prensión proporcionarán nuevos métodos para explorar la biología 
básica de la célula/tejido y tecnologías mejoradas para la investigación 
de nuevas terapias para enfermedades. 

Aunque las uniones ayudan a cumplir un papel clave en la forma- 
ción de tejidos estables y definen las formas y las propiedades funcio- 
nales de los epitelios, no son estáticas. La remodelación en términos de 
reemplazo de moléculas más viejas con moléculas recién sintetizadas 
está en marcha, y las propiedades dinámicas de las uniones abren la 
puerta a cambios más sustanciales cuando es necesario (la transición 
epitelial-mesenquimática durante el desarrollo, la cicatrización de he- 
ridas, la extravasación de leucocitos, etc.). La comprensión de los me- 
canismos moleculares subyacentes a la relación entre estabilidad y los 
cambios dinámicos proporcionarán nuevos conocimientos a la mor- 
fogénesis, al mantenimiento de la integridad y la función tisular y la 
respuesta a (o la inducción de) patologías. 

Numerosas cuestiones relacionan la señalización de las CAM y los 
receptores de adhesión. Tal señalización debe estar integrada con otras 
vías de señalización celular que son activadas por varias señales exter- 
nas (p. ej., factores de crecimiento) de manera tal que la célula res- 
ponda adecuadamente y de manera coordinada a numerosos diferentes 
estímulos internos y externos de manera simultánea. Parece ser que 
las pequeñas proteínas GTPasa participan en al menos algunas de las 
vías integradas asociadas con la señalización entre las uniones celulares. 
¿Cómo se construyen los circuitos lógicos para permitir la comunica- 
ción entre diversas vías de señalización? ¿De qué manera estos circuitos 
integran la información de estas vías? ¿Cómo es la combinación de la 
señalización desde afuera hacia adentro y desde adentro hacia afuera 
mediada por las CAM y los receptores de adhesión en tales circuitos? 

Se puede esperar un progreso cada vez mayor en la exploración 
de la influencia de la glucobiología (la biología de los oligo- y polisa- 
cáridos) en la biología celular. Ahora está clara la importancia de las 
secuencias GAG especializadas en el control de las actividades celulares, 
en especial de las interacciones entre algunos factores de crecimiento y 
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sus receptores. Con la identificación de los mecanismos biosintéticos 
por los cuales se generan estas estructuras complejas y el desarrollo de 
herramientas para manipular estructuras de GAG y evaluar sus funcio- 
nes en sistemas cultivados y en animales intactos, se puede esperar un 
aumento drástico en nuestra comprensión de la biología celular de las 
GAG en los siguientes años. Todavía queda mucho por aprender acerca 
de la biosíntesis, las estructuras y las funciones de muchos otros gluco- 
conjugados, como los azúcares O-ligados sobre los distroglucanos, que 
son esenciales para su unión a sus ligandos de la MEC. La nueva subes- 
pecialización de la glucónrica ha florecido recientemente y contribuirá a 
nuestro futuro entendimiento de la glucología. La glucómica, de modo 
similar a la genómica y la proteómica, utiliza tecnologías punta, como 
la espectrometría de masa, que permite llevar a cabo análisis a gran es- 
cala de las estructuras y los cambios en la amplia variedad de moléculas 
que contienen azúcar en las células y los tejidos. 
Una característica estructural de las CAM, los receptores de adhe- 
sión y las proteínas de la MEC es la presencia de múltiples dominios 
que imparten diversas funciones a una única cadena polipeptídica. 
En general, se acepta que tales proteínas multidominios surgen evo- 
lutivamente por el ensamblado de diferentes secuencias de DNA que 
codifican los distintos dominios. Los genes que codifican múltiples do- 
minios proporcionan oportunidades para generar secuencias enormes 
y diversidad funcional mediante el corte y empalme alternativo y el 
uso de promotores alternativos dentro de un gen. Así, a pesar de que 
el número de genes independientes en el genoma humano parece ser 
sorprendentemente pequeño en comparación con otros organismos, se 
pueden producir muchas más proteínas diferentes que las pronostica- 
das a partir del número de genes. Tal diversidad parece ser muy adecua- 
da a la generación de proteínas que intervienen en la especificación de 
conexiones adhesivas en el sistema nervioso, en especial en el cerebro. 
En efecto, diversos grupos de proteínas expresadas por las neuronas 
parecen tener dicha diversidad combinatoria en la estructura. Ellas 
incluyen las protocadherinas, una familia de cadherinas con muchas 
proteínas codificadas por gen (14-19 para los tres genes en los mamí- 
feros); las neurexinas, que abarcan más de 1 000 proteínas codificadas 
por tres genes; y las Dscams, miembros de la superfamilia de las IgCAM 
codificadas por un gen de Drosophila que tiene el potencial de expresar 
38 016 proteínas diferentes debido al corte y empalme alternativo. Un 
objetivo continuo para trabajo futuro será describir y comprender las 
bases moleculares de las adhesiones entre célula y célula y entre célula 
y matriz —el “cableado”— en el sistema nervioso y cómo este cableado 
permite en última instancia el control neuronal complejo y, a su vez, el 
intelecto requerido para entender la biología celular y molecular. 
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Revisión de los conceptos 


1. Describa dos fenómenos que den origen a la diversidad de molécu- 
las de adhesión como las cadherinas. ¿Qué fenómenos adicionales dan 


origen a la diversidad de las integrinas? 


2. Se conoce que las cadherinas median las interacciones homófilas entre 


las células. ¿Qué es una interacción homófila y cómo puede demostrarse 


experimentalmente para las cadherinas E? ¿Qué componente de la ma- 


triz extracelular es necesario para las interacciones homófilas mediadas 
por las cadherinas, y cómo puede demostrarse este requerimiento? 


3. Junto con su papel en la conexión de las membranas laterales de 
células epiteliales adyacentes, las uniones de adherencia cumplen una 
función en el control de la forma celular. ¿Qué estructura intracelular 
asociada y qué proteínas están involucradas en esta función? 


4. ¿Cuál es la función normal de las uniones estrechas? ¿Qué puede 
sucederle a los tejidos cuando las uniones estrechas no funcionan ad- 


ecuadamente? 


5. Las uniones de hendidura entre las células del músculo cardíaco y 
entre las células del músculo liso miometral uterino forman una con- 
exión que proporciona una comunicación rápida. ¿Cómo se llama 
esta conexión? ¿Cómo se regula positivamente la comunicación de las 
uniones de hendidura de las células del músculo liso miometral uterino 
para el momento del parto? 


6. ¿Qué es el colágeno y cómo se sintetiza? ¿Cómo sabemos que el co- 
lágeno es necesario para la integridad tisular? 


7. Explique cómo los cambios en la estructura de la integrina median la 
señalización desde adentro hacia afuera. 


8. Compare las funciones y propiedades de cada uno de los tres tipos 
de macromoléculas que son abundantes en la matriz extracelular de 
todos los tejidos. 


9. Muchos proteoglucanos tienen funciones de señalización celular. La 
regulación del comportamiento alimentario por los sindecanos en la 
región hipotalámica del cere ss a O 

g hipo talámica del cerebro es un ejemplo. ¿Cómo se logra esta 
regulación? 


10. Usted ha sintetizado un oligopéptido que contiene una secuencia 
RGD rodeada por otros aminoáci «Ou E 
J a] tros aminoácidos. ¿Cuál es el efecto de este péptido 


cuando se lo añade a un cultivo de células de fAibroblasto crecido sobre 


una capa de fibronectinas absorbidas a |: : Ivo ti 
a caj as absorbidas a la placa de cultivo tisular? ¿Por 


qué sucede esto? 
ol Describa la principal actividad y la posible localización de los tres 
principales subgrupos de proteínas que remodelan/degradan la MEC en 


la remodelación tisular fisiológic Lei . 
E ar fisiológica o patológica, Identifique un trastorno 
patológico en el cual estas proteínas cumplan una función clave 


agulación de la sangre es 1 So 
12. La codg 5 Una función crucial pi 
ara la super- 


Manera las propiedades multiad- 
al reclutamiento de plaquetas en los 


vivencia de los animales, ¿De qué 
hesivas de la fibronectina llevan 
coágulos sanguíneos? 


13. ¿Cómo los cambios en las conexiones moleculares entre 


extracelular y el citoesqueleto dan orige 
Puchenne? 


la matriz 
n a la distrofia muscular de 


14. Para combatir una infección, los leucocitos se mueven r. 
desde la sangre hacia el interior de los tejidos en los siti 
ción. ¿Cómo se denomina este proceso? 


ápidamente 
os de infec- 


0 ¿Cómo están involucradas las 
moléculas de adhesión en este proceso? 


15. La estructura de una pared celular vegetal necesita 


der aflojarse para 
acomodarse al crecimiento celul 


ar. ¿Qué moléculas de señalización 
controlan este proceso? 


16. Compare los plasmodesmos en las células vegetales con | 


as uniones 
de hendidura en las células animales. 


Análisis de los datos 


Los investigadores han aislado dos isoformas mutantes de cadherina 
E que hipotéticamente funcionan de manera distinta de las isofor- 
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mas en la cadherina de tipo silvestre. Una línea celular de carcionoma 
mamario negativo de cadherina E fue transfectada con los genes Á 
(parte a en la figura; triángulos), o B (parte b; triángulos) mutantes 
de cadherina E o el gen de cadherina E de tipo silvestre (círculos ne- 
gros) y se la comparó con células sin transfectar (círculos abiertos) 
en un ensayo de agregación. En este ensayo, primero las células se 
disociaron mediante tratamiento con tripsina y luego se les permitió 
agregarse en solución durante un período de minutos. Las células en 
agregación de los mutantes A y B se presentan en los paneles a y b 
respectivamente. Para demostrar que la adhesión observada era me- 
diada por cadherina, las células se pretrataron con un anticuerpo no 
específico (panel de la izquierda) o un anticuerpo anti-cadherina E 
que bloquea la función (panel de la derecha). 


a. ¿Por qué las células transfectadas con el gen de cadherina E de 


tipo silvestre tienen mayor agregación que las células control, no trans- 
fectadas? 


b. A partir de estos datos, ¿qué puede decirse acerca de la función 
de los mutantes A y B? 


c. ¿Por qué la adición del anticuerpo monoclonal anti-cadherina E, 
pero no la de anticuerpo inespecífico, bloquea la agregación? 


d. ¿Qué le sucedería a la capacidad de agregación de las células 
transfectadas con el gen de cadherina E de tipo silvestre si el ensayo 
fuese llevado a cabo en un medio bajo en Ca?*? 


Anti-cadherina E 


Tiempo (min) 


60 


Tiempo (min) 
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élulas nacientes en el cerebelo en desarrollo. Todos los núcleos están 


marcados en rojo; las células verdes se están dividiendo y migrando hacia las 


pas internas del tejido neural (Conesia de Tal Rave Matthews Scon y lane Johaton ) 


Muchas descripciones de la división celular implican que la célula 
progenitora da lugar a dos células hijas que se asemejan y se compor- 
tan exactamente igual a aquella. En otras palabras, ellas implican que 
la división celular es simétrica y la progenie tiene propiedades simila- 
res a la célula progenitora. Pero si este fuera siempre el caso, ninguno 
de los cientos de tipos celulares diferenciados y tejidos funcionan- 
tes en los organismos multicelulares complejos podría formarse. Las 
diferencias entre las células pueden surgir cuando dos células hijas 
inicialmente idénticas divergen al recibir distintas señales ambien- 
tales y de desarrollo. Alternativamente, las dos células hijas pueden 
diferir de su “nacimiento”, con partes distintas de herencia de la célula 
progenitora (Fig. 21-1). Las células hijas producidas por tal división 
celular asimétrica puede diferir en tamaño, forma y composición de 
proteínas, o sus genes pueden estar en distintos estados de actividad o 
potencial actividad. Las diferencias en estas señales internas confieren 
diversos destinos en las dos células. 

Durante el desarrollo temprano de los metazoos, se producen 
ejemplos notables de división celular asimétrica, que se analizarán 
en la primera sección de este capítulo. El desarrollo de un organismo 
nuevo comienza con el huevo, u ovocito, que contiene un conjunto de 
cromosomas de la madre, y el espermatozoide, que contiene un con- 
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junto de cromosomas del padre. Estos gametos, o células sexuales, son 
haploides debido a que ya han atravesado la meiosis (véase el Cap. 19). 
En un proceso llamado fecundación, se combinan para crear la célula 
única inicial, el cigoto, que tiene dos grupos de cromosomas y, por lo 
tanto, es diploide. Durante la embriogénesis, el cigoto sufre numerosas 
divisiones celulares, tanto simétricas como asimétricas, que en última 
instancia darán lugar a un organismo completo. 

Tales células no especializadas, que pueden reproducirse a sí mis- 
mas como también generar tipos específicos de más células especializa- 
das, se denominan células madres. Su nombre proviene de la imagen 
de un tallo vegetal que crece hacia arriba, y continua para formar más 
tallos, que también dan origen a las hojas y las ramas laterales. En este 
capítulo describiremos varios tipos de células madre que difieren en la 
variedad de tipos celulares especializados que pueden formar. El cigoto 
es la célula madre totipotente final debido a que tiene la capacidad de 
generar cada tipo celular en el cuerpo, como así también las células pla- 
centarias de sostén que son necesarias para el desarrollo embrionario. 

Como se verá más adelante en el capítulo, muchas de las primeras 
divisiones del nematodo C. elegans son asimétricas, y cada célula hija 
da lugar a un grupo discreto de tipos celulares diferenciados. Por el 
contrario, el embrión murino pasa a través de un estadio de 8 células 
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FIGURA 21-1 Esquema general del nacimiento, linaje y muerte de las 
células. Siguiendo el crecimiento, las células “nacen” como resultado de la 
división celular asimétrica. (a) Las dos células hijas resultantes de la división 
simétrica son esencialmente idénticas entre sí y a la célula progenitora 
Luego, tales celulas hijas pueden tener distintos destinos si son expuestas a 
diferentes señales. Las dos células hijas resultantes de la división asimétrica 
difieren desde el nacimiento y, en consecuencia, tienen diferentes destinos. La 
división asimétrica comúnmente es precedida por la localización de moléculas 
reguladoras (puntos verdes) en una parte de la célula progenitora. (b) Una 
serie de divisiones celulares simétricas O asimétricas, llamadas un linaje celular, 
da lugar al nacimiento de los tipos celulares especializados encontrados en 
un organismo multicelular El patrón del linaje celular puede estar bajo un 
fuerte control genético. La muerte celular programada se produce durante 


(b) 


e Muerte 
y celular 


el desarrollo normal (p. ej, en la membrana interdigital 


e se desarrolla 


inicialmente cuando crecen los dedos) y también en respuesta a las infecciones 
O las toxinas. Una serie de acontecimientos prooramados especifcos, llamados 


apoptosis, se activa en estas situacione: 


en el cual cada célula puede formar aún cada tejido (tanto embrionario 
como no embrionario); es decir, las ocho células son totipotentes. En 
la etapa de 16 células, esto ya no se cumple; algunas de las células ya se 
han comprometido a vías de diferenciación particulares. Un grupo de 
células denominado masa celular interna (MC!) dará origen en última 
instancia a todos los tejidos del embrión propiamente dicho, y otro 
grupo de células formará el tejido placentario. Como en la masa celular 
interna, las células que pueden generar todos los tejidos embrionarios 
pero no los extraembrionarios se denominan pluripotentes. Las células 
de la MCI pueden cultivarse en un medio detinido y formar células 
madres embrionarias (ES). Las células ES pueden cultivarse indefi- 
nidamente, y cada célula nueva permanece pluripotente y da lugar a 
todos los tejidos de un animal. Analizamos el uso de las células ES al 
descubrir la red transcripcional de expresión génica que subvace a la 
pluripotencialidad y también al uso de estas células en la formación de 
tipos específicos de células diferenciadas en cultivos para propósitos 
de investigación o, potencialmente, como “partes de reemplazo” para 
células enfermas o desgastadas en pacientes. 
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Durante muchos anos, se pensó que la diferenciación animal era 

ante s años, ' ; 

- g , se > revela 1e l; 

unidireccional, pero información mu) reciente revela que la diferen- 
; 


mue arimentalmente; las células diferenciadas 
ciación puede revertirse experiment: ' En 


especializadas, se pueden inducir para regresar hasta un estado indife- 
renciado. Estrictamente hablando, la introducción pl sola 1h aii 
número de factores que controlan la plaripaccilidns de las células 
ES a tipos múltiples de células somáticas puede sorda en condi- 
ciones definidas, al menos algunas de estas células somáticas a células 
madre pluripotentes inducidas (iPS), que tienen propiedades aparen- 


temente indistinguibles de las células madre embrionarias. Como se 


verá en la Sección 21.1, las células ¡PS son de suma utilidad en biología 


experimental y en medicina. 
La formación de tejidos y Órganos de trabajo durante el desarrollo 


de los organismos multicelulares depende en parte de los patrones es- 


división celular mitótica. Una serte de tales divisiones que 


pecíficos de e E 
e denomina linaje celular. Un linaje 


se parece a un árbol genealógico s : 
celular traza el orden de nacimiento de las células a medida que progre- 


sivamente se tornan más restringidas en sus potenciales de desarrollo 
y se diferencian en tipos celulares especializados como las células de la 
piel, las neuronas, o las células musculares (véase la Fig. 21-1). 

Diversos tipos de células tienen tiempos de vida que son mucho me- 
nores al del organismo como un todo y, por ende, necesitan ser reem- 
plazadas constantemente. Por ejemplo en los mamíferos, las células que 
recubren el intestino y las células de macrófagos viven solo unos po- 
cos días. Por lo tanto, las células madre son importantes tanto durante 
el desarrollo como para el reemplazo de las células desgastadas en los 
adultos. A diferencia de las células ES, las células madre en el organismo 
adulto son células madre multipotentes: pueden dar origen a algunos 
tipos de células diferenciadas que se encuentran en el organismo pero 
no todas las formas de ellas. En la segunda sección de este capítulo anali- 
zaremos varios ejemplos de las células madre multipotentes, incluyendo 
aquellas que dan origen a las células germinales, a las células intestinales 
y a la variedad de tipos celulares que se encuentran en la sangre. 

Ya hemos mencionado que la diversidad de células en un animal 
requiere la división celular asimétrica, donde las dos células hijas di- 
fieren en el destino. Este proceso requiere que la célula madre se torne 
asimétrica, o polarizada, antes de la división celular, de manera tal que 
el contenido de la célula se distribuya de manera desigual entre las dos 
hijas. Este proceso de polarización no solo es crucial durante el desa- 
rrollo, sino que también lo es para la función de prácticamente todas 
las células. Por ejemplo, el transporte de células epiteliales, como las 
que recubren el intestino, está polarizado con las superficies apicales de 
las células libres de cara hacia el lumen para absorber los nutrientes y 
sus superficies basolaterales en contacto con la matriz extracelular para 
transportar los nutrientes hacia la sangre (véanse las Figs. 11-30 y 20-1). 
Otros ejemplos incluyen las celulas que migran hacia un gradiente qui- 
IotEnRo (vease la Lig. 18-51) y las neuronas, con multiples dendritas 
que se extenden desde un lado del cuerpo celular que recibe las señales 


y UN Unico axón que se extiende desde el otro lado que transmite las se- 


nales hasta las células diana (véase e e 
¿ case el Cap. 22). Asi, los mecanismos que 


utilizan las celulas para polarizarse son aspectos importantes y generales 


de sus funciones. No e nd 
ciones. No es sorprendente que estos mecanismos integren 


| del ación celular (véanse los Caps. 15 y 16), 
la reorganización del citoesqueleto 


elementos de las vías de senaliz 


dema mp véanse los Caps .17 y 18) y el tráfico 
e membrana (véase el Ca y 

na fvéase el Cap. 14). En la tercera sección de este capítu- 
arizan y cómo la división celular 
himiento de las células madre y sus 
as diferenciadas. 


lo analizamos cómo las células se pol 
asimétrica es crucial para el Mante 
funciones en la generación de céJul 


En general se piensa el destino celular en términos de los tipos celu- 
lares diferenciados que se forman. Un destino celular bastante diferen- 
te, la muerte celular programada, también es de suma importancia en 
la formación y el mantenimiento de muchos tejidos. Un sistema gené- 
tico regulador preciso, con puntos de control y de equilibrio, controla 
la muerte celular así como otros programas genéticos controlan la di- 
visión celular y la diferenciación. En la última sección de este capítulo, 
consideramos el mecanismo de muerte celular y su regulación. 

Estos aspectos de la biología celular (nacimiento de la célula, es- 
tablecimiento de la polaridad celular y la muerte celular programada) 
convergen con la biología del desarrollo y se encuentran entre los pro- 
cesos más importantes respecto de la regulación por parte de vías de 
señalización analizadas en capítulos anteriores. 


21.1 Desarrollo temprano en metazoos y células 
madre embrionarias 


El principal objetivo de esta sección son las primeras divisiones celu- 
lares que se producen durante el desarrollo de mamíferos y las propie- 
dades de las células madre embrionarias. Comenzamos con una expli- 
cación de cómo una única célula espermática puede fusionarse con un 
óvulo y generar así un cigoto con un genoma diploide a partir de estas 
dos células germinales haploides. 


La fecundación unifica el genoma 


Es notable que un espermatozoide de mamífero sea capaz de alcanzar y 
penetrar un óvulo. Por un lado, en los seres humanos cada espermato- 
zoide compite con más de 100 millones de otros espermatozoides por un 
único ovocito. Es más, el espermatozoide debe nadar una distancia in- 
creíble para alcanzar el óvulo (si el espermatozoide fuera del tamaño de 
una persona, ¡la distancia viajada sería equivalente a varios kilómetros!). 
Una vez allí, el espermatozoide debe luchar para atravesar múltiples ca- 
pas que rodean el huevo y que restringen la entrada. El espermatozoide 
es aerodinámico en cuanto a su capacidad para nadar y acelerar, pero 
solo unas pocas docenas alcanzarán el ovocito. El flagelo del espermato- 
zoide humano (véase el Cap. 18) contiene alrededor de 9 000 dineínas 
motoras que flexibilizan los microtúbulos en el axonema de 50 um. 
El acrosoma, que se encuentra en la punta delantera del esperma- 
tozoide, es un compartimiento rodeado por membrana especializado 
para la interacción con el ovocito. La membrana del acrosoma se en- 
cuentra justo por debajo de la membrana plasmática en la cabeza del 
espermatozoide; el otro lado de la membrana del acrosoma se juxta- 
pone con la membrana nuclear. Dentro del acrosoma se encuentran 
enzimas solubles, incluyendo hidrolasas y proteasas. En la proximidad 
del ovocito, durante la fecundación, el acrosoma sufre exocitosis y li- 
bera su contenido sobre la superficie del ovocito. Las enzimas digieren 
las múltiples capas de la superficie para comenzar el proceso de entrada 
del espermatozoide. Es una carrera, y el primer espermatozoide que 
lo logra desencadena una respuesta drástica por parte del ovocito que 
evita la poliespermia, la entrada de otros espermatozoides que podrían 
acarrear un exceso de cromosomas. 

Como se muestra en la Figura 21-2, una vez que llega al óvulo, 
un espermatozoide primero debe penetrar una capa de células cúmulo 
que rodean al ovocito y luego la zona pelúcida, una matriz gelatinosa 
extracelular compuesta en gran parte por tres glucoproteínas llamadas 
ZP1,ZP2, y ZP3. Después de que el primer espermatozoide se fusiona 


exitosamente con la superficie del ovocito, comienza un flujo de calcio 
a través del ovocito en alrededor de 5-10 m/s, que parte desde el sitio 
de entrada del espermatozoide. Uno de los efectos del flujo de calcio es 
causar que las vesículas localizadas justo por debajo de la membrana 
plasmática del óvulo, los gránulos corticales, liberen sus contenidos al 
exterior de la membrana plasmática y formen un blindaje de fecunda- 
ción de la membrana que bloquee la entrada de otro espermatozoide. 
Por último, el núcleo del espermatozoide entra en el citoplasma del 
óvulo, y luego los núcleos del espermatozoide y del óvulo se fusionan 
para crear el núcleo del cigoto diploide. 

Los ovocitos traen con ellos a la unión una dote considerable. Con- 
tienen múltiples DNA mitocondriales circulares cuya herencia es exclu- 
sivamente materna; en los mamíferos y en muchas otras especies no en- 
tra DNA mitocondrial en el ovocito. La herencia del DNA mitocondrial 
específica de las hembras se utiliza para trazar la herencia materna en la 
historia humana, por ejemplo, siguiendo a los seres humanos primitivos 
desde sus orígenes en África. El citoplasma del óvulo también está em- 
paquetado con mRNA materno: los transcriptos de los genes esenciales 
para las primeras etapas del desarrollo. No existe o hay muy poca trans- 
cripción durante la meiosis de los ovocitos y la primera segmentación del 
embrión; por ende, durante este tiempo el RNA del ovocito es crucial. 


La segmentación del embrión de mamífero conduce 
a los primeros acontecimientos de diferenciación 


El óvulo fecundado, o cigoto, no permanece en una única célula por mu- 
cho tiempo. La fecundación es rápidamente seguida por segmentación, 
una serie de divisiones celulares que requieren alrededor de un día cada 
una (Fig. 21-3); las divisiones por segmentación ocurren antes de que el 
embrión se implante en la pared del útero. En un principio, las células son 
bastante esféricas y se adhieren débilmente unas con otras. Como se de- 
mostró experimentalmente en las ovejas, cada célula en el estadio de ocho 
células es totipotente y tiene el potencial de dar origen a un animal com- 
pleto cuando es implantada en el útero seudoembarazado de un animal 
(uno tratado con hormonas para que el útero responda a los embriones). 

Tres días después de la fecundación, el embrión de ocho células 
se divide nuevamente y forma la mórula de 16 células (del latín, mora 
pequeña), después de la cual las afinidades de la célula se incremen- 
tan sustancialmente y el embrión sufre compactación, un proceso que 
depende en parte de la molécula de superficie cadherina E (véase el 
Cap. 20). El proceso de compactación es conducido por la interacción 
aumentada entre célula y célula que inicialmente resulta en una masa 
sólida de células, la mórula compacta. En el siguiente paso, algunas de 
las adhesiones entre célula y célula disminuyen localmente, y el líquido 
comienza a fluir hacia el interior de una cavidad interna denominada 
blastocele. Divisiones adicionales producen un embrión en estadio de 
blastocisto, compuesto por aproximadamente 64 células que se han 
separado en dos tipos de células: el trofoectodermo (TE), que formará 
los tejidos extraembrionarios como la placenta, y la masa celular inter- 
na (MCI) (solo 10-15 células en un ratón), que da origen al embrión 
propiamente dicho (Fig. 21-4a). En el blastocisto, la MCI se encuentra 
a un lado del blastocele, mientras que las células TE forman una esfera 
hueca alrededor de la MCI y el blastocele. En este punto, las células TE 
se encuentran en una lámina epitelial, mientras que las MCI están en 
una masa laxa que puede describirse como mesénquima. 

El mesénquima, un término que en general se aplica a las células 
derivadas del mesodermo, significa células organizadas en forma laxa 
y levemente adheridas. 
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FIGURA 21-2 Fusión de gametos durante la fecundación. (1) Los ovulo: de 
mamitero, como los ovocitos murinos que se muestran aquí, estan rodeados por 
un anillo de material traslúcido, la zona pelúcida, que proporciona una matriz de 
UNIÓN para el espermatozoide. El diámetro de un óvulo murino es — 70 pum, y la 
zona pelúcida es — 6 hm de espesor. El cuerpo polar es un producto no funcional 
de la meiosis. Barra de escala = 30 um. (b) En la etapa inicial de la fecundación, el 
espermatozoide penetra una capa de células cúmulo que rodean al óvulo (EN) hasta 
alcanzar la zona pelúcida. Las interacciones entre Gall, una proteina de la superficie 
del espermatozoide, y ZP3, una alucoproteina en la zona pelúcida, desencadenan 
la reacción acrosómica (El) la cual libera enzimas desde la zona acrosómica. La 
degradación de la zona pelúcida por hidrolasas y proteasas liberadas durante la 
reacción acrosómica permite al espermatozoide comenzar a entrar en el óvulo 

(EJ) Proteinas de reconocimiento especificas sobre las superficies del óvulo y el 
espermatozoide facilitan la fusión de sus membranas plasmáticas. La fusión y la 
posterior entrada del primer núcleo de espermatozoide en el citoplasma del óvulo 


(El y EJ) desencadenan la liberación de Ca-* dentro del ovocito. Los gránulos corticales 


(naranja) que responden al Ca-* surgen por fusión con la membrana del ovocito y 


liberación de enzimas que actúan sobre la zona pelúcida para evitar la unión de otros 
espermatozoides. (Parte [a] cortesía de Doug Kline, parte [b] adaptado<e L Wolpert y cols, 2001, Principles 


of Development, 2nd ed. Oxford Press, Figura 12-22) 


(b) 


Unión del espermatozoide a la zona pelúcida. 
El espermatozoide reconoce a ZP3, 
una proteína de la zona pelúcida 


basal 
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El núcleo del espermatozoide 
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Dos células 
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FIGURA 21-3 Divisiones por escisión en el embrión murino 


219! Existe poco 
miento celular durante estas tres divisione 


os, de manera tal que las células 


El destino de una célula en el embrión temprano (trofoectodermo 
o masa celular interna) está determinado por la localización celular. Si 
un experimento se realiza para colocar una célula marcada ya sea sobre 
el lado externo o el interior de un embrión muy temprano, las células 
sobre el exterior tienden a formar los tejidos extraembrionarios, mien- 
tras que las insertadas sobre el lado interno tienden a formar los tejidos 
embrionarios (Fig. 21-4b, c). Las mediciones de la expresión génica de 
cada estadio del desarrollo temprano muestran cambios drásticos en 
los cuales se expresan los genes. Incluso estos embriones tempranos 
usan señales Wnt, Notch y TGFPB para regular la expresión génica (véa- 
se el Cap. 16). 

Tanto las células MCI como las TE son células madre: cada una 
comienza su propio linaje distintivo y se divide prolíficamente para 
producir diversas poblaciones celulares. Son las células madre MCI que 
trataremos a continuación. 


(a) Embrión de cuatro células 
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FIGURA EXPERIMENTAL 21-4 La localización celular determina el 
destino celular en el embrión temprano. (2) Un embrión de cuatro células 
<roc consiste 
se desarrolla normalmente en UN blastocisto que consistt terna (MC) er 
“É S 14sa Interna | pen 
tofoecrodermo (TE) sobreel exterior y células de la masa Intese 
el interior. (b) Para poder determinar 5 | 


- . antos de trasplante: 
células, se realizaron experimentos a E : - 
pia P en el estadio de morula se les CxtTajero! 


en celulas de 


a posición afecta los destinos de las 


con embriones murinos 


Primero, a los embriones receptores 
células para hacer lugar a las células implantadas ria 
la etapa de mórula (16 células) Se embebieron en un re le q ce a 
transfiere entre las células. Por último, las células Marí e ge gia Jones 
=rmas y externas de los embriones 


Luego, los embriones en 


donantes se inyectaron en regiones Int! 


Ocho células 


(b) Trasplante de una única célula a una mórula murina 


Mórula compacta Blastocisto 


se tornan progresivamente más pequeñas. Véase el texto para UN análisis 


([Derec) le autor tord Urnversty Press, 1 Hemina 


La masa celular interna es la fuente de células 
madre embrionarias (ES) 


Las células madre embrionarias (ES) pueden aislarse a partir de la masa 
celular interna (MCI) de embriones tempranos de mamíferos y crecer 
indefinidamente en cultivos cuando se adhieren a una capa de células 
alimentadoras (Fig. 21-5a). Como se mencionó en la introducción del 
capítulo, las células ES cultivadas son pluripotentes: pueden diferenciar- 
se en una amplia variedad de tipos celulares de las tres capas germinales 
primarias, ya sea in vitro o después de la reinserción a un embrión hués- 
ped. Más específicamente, es posible inyectar células ES murinas en la 
cavidad blastocele de un embrión murino temprano y el agregado celu- 
lar puede trasplantarse quirúrgicamente al útero de una hembra seudo- 
embarazada. Las células ES participarán en la formación de la mayoría, 
si no de todos, los tejidos del ratón quimérico resultante (véase la Fig. 


(c) 
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receptores, como se muestra en la microfotografia. El ernbrión receptor se 
mantiene en su lugar mediante un vacio suave aplicado a la pipeta que lo 
sostiene, (c) Los posteriores destinos de los descendientes de las células 

la splantadas marcadas fueron monitoreados. Para mayor simplicidad, se 
describen células receptoras de cuatro células, aunque se utilizaron embriones 
enla etapa de mórula tanto para los donantes como para los receptores, Los 
resultados, resurmdos en los gráficos, dernmuestran abrumadoramente que las 
células más externas forman celulas de trofoectodermo y las células internas 
tienden a convertirse en la masa celular interna pero también forman una 
parte considerable de trofoectodermo. (Partes la] y [cl adaptado de | Wolpert y cols. 20011 
rf 


les ct veloorcent nd ed va Press Ficuta parte [b| de R 1 Gardnerand 1 Nichot, 1991 


epror 6. 
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FIGURA EXPERIMENTAL 21-5 Las células madres embrionarias (ES) 
pueden mantenerse en cultivo y formar tipos celulares diferenciados. 
(a) Se cultivan blastocistos murinos o humanos a partir de embriones en la 
etapa de escisión producidos por fertilización in vitro. La masa celular interna 
se separa de los tejidos extraembrionarios que la rodean y se siembra sobre 
una capa de células de fibroblastos que ayuda a nutrir las células embrionarias 
al proporcionarles hormonas proteicas especificas. Las células individuales se 
vuelven a plaquear y forman colonias de células ES, que pueden mantenerse 
durante muchas generaciones y almacenarse congeladas. Las células ES 
también pueden cultivarse sin una capa alimentadora de fibroblastos si 

se añaden citocinas específicas; el factor inhibidor de leucemia (LIF), por 


5-41). A menudo, las células ES inyectadas originarán los óvulos y los 
espermatozoides que, a su vez, pueden generar un ratón vivo normal. En 
experimentos más recientes, el blastocele huésped es tratado con fárma- 
cos que bloquean la mitosis de forma tal que las células del blastocisto 
se convierten en tetraploides (cuatro copias de cada cromosoma), en 
contraste con las células ES diploides normales que son inyectadas al 
blastocisto. En este caso, todas las células en el ratón vivo que nacen des- 
pués del trasplante del agregado de blastocisto derivan de las células ES 
donantes. Esto es evidencia contundente de que las células ES murinas 
únicas son en efecto pluripotentes. Debido a que estos experimentos de 
trasplante no pueden realizarse con células ES humanas, se carece de 
prueba formal de que sean pluripotentes. 

Es importante destacar que tanto las células ES humanas como las 
murinas pueden diferenciarse para dar una amplia variedad de tipos 
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ejemplo, mantiene el crecimiento de las células ES murinas al desencadenar la 
activación del factor de transcripción STAT3. (b) Las células madre embrionarias 
a las que se les permite diferenciarse en cultivos en suspensión forman 
agregados multicelulares llamados cuerpos embrioides (parte superior). Los 
recuadros inferiores (c) son secciones de cuerpos embrioides tenidos con 
hernatoxilina y eosina que se formaron a partir de la masa celular interna 
durante la embriogénesis, Las flechas en las imágenes apuntan a los siguientes 
tipos de tejidos: (Izquierda) epitelio intestinal (endodermo), (parte media) 
cartílago (mesodermo) y (derecha) las rosetas ne 'UTOEpItE ile: (ectodermo) 
Barra negra = 100 Um. (Pare la] adaptado de Odonzowe ) dei 19 


partes [b] y [0] cortesia de los Dres Lauren Surface y Lan 


celulares en cultivo. Cuando se colocan en cultivos en suspensión, las 
células ES forman agregados multicelulares, llamados EoorpOS ese 
des, que se asemejan a embriones tempranos en la variedad de tejidos 
que forman. Después de que los cuerpos embrioides son transferidos 
a una superficie sólida, crecen y forman láminas celulares confluentes 
que contienen una variedad de tipos celulares diferenciados, incluyen- 
do epitelio intestinal, cartílagos y células neurales (Fig. 21 -5c) En otras 
condiciones, las células ES han sido inducidas a ade es E cultivo 
a precursores de diversos tipos celulares, inclu ' 
y epitelio pigmentado; así, las célul 
mente útiles en estudios de ide 


yendo células sanguíneas 
las ES han probado ser extremada- 
ntificación de fe ; 
! : j actores que comprome- 
ten a una célula pluripotente a diferenciarse en un linaje particular. 

« * 


¿Qué propi e > . 
¿Qué propiedades dan a estas células del embrión temprano su no- 


table plasticidad? . . 
q plasticidad? Como se verá en la siguiente sección, una variedad 


de actores cumplen un papel: la metilación del DNA, los factores de 
. . Pi» € 3 2 k : : : 
transcripción, los reguladores de la cromatina y los micro-RNA, todos 


sfectan los genes que se activarán. 


múltiples factores controlan la pluripotencialidad 
de las células ES 


Durante las etapas más ia de la embriogénesis, a medida que 
el óvulo fecundado comienza a dividirse, tanto el DNA materno como 
el paterno se desmetila (véase el análisis de metilación del DNA en el 
Capítulo 7). Esto sucede en parte debido a una metiltransferasa de 
mantenimiento, la Dnmtl, que es transitoriamente excluida del nú- 
ceo, y en parte debido a las proteínas desmetilasas que activamente se 
eliminan o “borran” estas marcas de metilación durante el desarrollo 
temprano. Como resultado, el patrón de metilación es reinicializado 
durante las primeras divisiones celulares, con lo cual se borran marca- 
ciones epigenéticas más tempranas y se crea una condición donde las 
células tienen mayor potencial para diversas vías de desarrollo. Los ra- 
tones genéticamente modificados que carecen de Dnmtl mueren como 
embriones tempranos con el DNA drásticamente metilado. Las células 
ES preparadas a partir de tales embriones son capaces de dividirse en 
cultivo pero, en contraste con las células ES normales, no pueden sufrir 
diferenciación in vitro. 

Las propiedades de las células ES también son muy dependientes 
de la acción de los factores de transcripción “maestros” producidos 
poco tiempo después de la fecundación. Los factores de transcripción 
Oct4, Sox2 y Nanog tienen funciones esenciales en el desarrollo tem- 
prano y son necesarias para la especificación de las células de la masa 
celular interna en el embrión y de células ES en cultivo. La expresión de 
Oct4 y Nanog es exclusiva para células pluripotentes, como las células 
de las MCI y las ES cultivadas. Sox2 se encuentra en las células pluri- 
potentes, pero su expresión también es necesaria en las células madre 


neuronales multipotentes que dan origen exclusivamente a tipos ce- 
se describen en la siguiente sección. 


ren que estos reguladores tienen 
nar en vías relacionadas para 


lulares gliales y neuronales y que 
Estudios genéticos en el ratón sugie 
funciones distintas pero pueden funcio 
mantener el potencial de desarrollo de las células pluripotentes. Por 
ejemplo, la interrupción de Oct 4 0 Sox2 da como resultado la diferen- 
ciación inapropiada de células MCI y ESa trofoectodermo, las células 
que originan la placenta. Sin embargo, la expresión forzada de Oct 4 
en las células ES conduce a un fenotipo que €s similar a la pérdida de 
función Nanog. Por lo tanto, el conocimiento del conjunto de genes Ne 
gulados por estos factores de transcripción podría revelar sus funciones 


esenciales durante el desarrollo. 

Los genes unidos por estos tre 
identificado mediante experimentos 
cromatina (véase el Cap. 7); cada proteí 
1 000 localizaciones cromosómicas. Los g£ 
variedad de proteínas, incluyendo las proteína 
un asa reguladora en | 
pia expresión como 
s de transcripción también se unen a 
adoras de muchos genes que codifi- 
ntes para la proliferación y auto- 


s factores de transcripción se han 
de inmunoprecipitación de la 
na se encuentra en más de 
nes diana codifican una 
$ Oct4, Nanog, y Sox2 


ies: a cual cada uno de 
en sí mismas, que forman 


estos factores controla su pro 
otros (Fig. 21-6). Estos factore 
las regiones promotoras/amplific 
can proteínas y micro-RNA importa 
renovación de células ES. 

a cromatina que € 
mbién son importa! 
roteínas Polycomb 
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ontrolan la transcripción gé- 
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específicas 
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FIGURA 21-6 Red transcripcional que regula la pluripotencia de 

las células ES. Cada uno de los tres factores de transcripción "maestros, 

Ocr4, Sox2 y Nanog, se unen a su propio promotor Como asi también a los 
promotores de los otros dos (lineas negras) y forman un circuito autorregulador 
positivo que activa la transcripción de cada uno de estos genes. Estos factores 
de transcripción también se unen a las regiones promotoras/amplificadoras 

de muchos genes activos que codifican proteinas y micro-RNA importantes 
para la proliferación y autorrenovación de las células ES (líneas rmmagenta) Estos 
factores también se unen a las regiones promotoras/amplificadoras de muchos 
genes que son silenciados en células ES indiferenciadas y que codifican 
proteínas y micro-RNA esenciales para la formación de muchos tipos celulares 


A Boyer y cols, 2005, Curr Opina. Generis De, 


diferenciados (lineas magenta). (Adaptado de | 
16455 462 


mantener los estados de represión génica que habían sido establecidos 
previamente por los factores de transcripción de unión al DNA. Dos 
complejos proteicos de mamífero relativos a las proteínas Polycomb, 
PRC1 y PRC2, son muy abundantes en las células ES. Los embriones 
murinos tempranos que carecen de componentes de PRC2 eviden- 
cian defectos de gastrulación, y las células ES que carecen de funciones 
PRC2 no pueden ser mantenidas en un estado indiferenciado. El com- 
plejo PRC2 de proteínas actúa mediante adición de grupos metilos a 
la lisina 27 de la histona H3, y de esta forma se altera la estructura de 
la cromatina para reprimir genes. (Nótese que aquí la metilación está 
sobre un aminoácido en una proteína, un tipo de regulación diferente 
de la metilación del DNA). En las células ES, tanto PRC1 como PRC2 
silencian genes cuyas proteínas codificadas o micro-RNA (miRNA) po- 
drían de otro modo inducir la diferenciación a tipos particulares de 
células diferenciadas; las proteínas Polycomb también mantienen estos 
genes en un estado epigenético de “preactivación” de modo tal que es- 
tén a punto de ser activados más tarde como parte de la ejecución apro- 
piada de los programas de expresión génica específicos del desarrollo. 

Muchos otros reguladores cumplen funciones importantes en el 
control de la expresión génica y el mantenimiento de la pluripoten- 
cialidad durante el desarrollo muy temprano. Por ejemplo, el gen que 
codifica el miRNA let-7 es transcripto en las células ES, pero el trans- 
cripto de RNA precursor no es cortado para formar el miRNA maduro, 
funcional. Las células ES expresan una proteína de unión a RNA regu- 
lada por el desarrollo, llamada Lin28, que se une al RNA precursor let-7 
y evita su escisión. La expresión experimental del miRNA let-7 maduro 
en las células ES bloquea su capacidad para sufrir autorrenovación; por 
ende, la represión del procesamiento de let-7 por Lin28 es esencial para 
la pluripotencialidad. 


La posibilidad de utilizar células madre embrionarias en forma 


terapéutica para reparar o reemplazar tejido dañado es alimenta- 
da por mucha investigación acerca de cómo inducirlas a diferenciarse 
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en tipos celulares específicos. Por ejemplo, si las neuronas que produ 
cen el neurotransmisor dopamina pudieran ser generadas a partir de 
un cultivo de células madre, podría ser posible tratar a personas con la 
enfermedad de Parkinson que han perdido tales neuronas. 

Al tratar exitosamente células ES con grupos de hormonas, es posi- 
ble generar células productoras de insulina. Sin embargo, estas células 
solo producen una fracción de la insulina sintetizada por una cólula 
beta del islote pancreático, y no secretan insulina normalmente en res- 
puesta a cambios en la concentración de glucosa en el medio (véase la 
discusión en el Cap. 16). Recientemente, células ES humanas fueron 
desencadenadas a diferenciarse en un tipo de progenitor islote llama- 
do endodermo pancreático; cuando estas células fueron trasplantadas a 
ratones, generaron células beta funcionales que procesaron de manera 
correcta la proinsulina a insulina (véase la Fig. 14-24) y secretaron nor- 
malmente insulina humana en respuesta a elevaciones en la glucosa en 
sangre. Gran parte del trabajo está dedicado a persuadir a estas célu- 
las endodérmicas derivadas ES a convertirse en células beta normales 
en cultivos que pueden usarse para tratar a pacientes diabéticos. Sin 
embargo, es preciso responder muchas preguntas importantes antes 
de que sea factible el uso de células madre embrionarias humanas con 
fines terapéuticos. Por ejemplo, cuando las células ES indiferenciadas 
son trasplantadas a un animal experimental, forman teratomas, un 
tumor que contiene masas de tipos celulares indiferenciados; por lo 
tanto, es esencial asegurar que todas las células ES usadas para generar 
un implante hayan atravesado efectivamente la diferenciación y hayan 
perdido sus pluripotencialidades. M 


Aparte de sus posibles beneficios en el tratamiento de enfermeda- 
des, las células ES han probado ser inestimables en la producción de ra- 
tones mutantes útiles para el estudio de una amplia variedad de enfer- 
medades, mecanismos del desarrollo, el comportamiento y la fisiología. 
Utilizando técnicas de DNA recombinante descritas en el Capítulo 5, es 
posible eliminar o modificar la función de un gen específico en las cé- 
lulas ES (véase la Fig. 5-40). Luego, las células ES mutantes pueden em- 
plearse para producir ratones con un silenciamiento génico o knockout 
(véase la Fig. 5-41). El análisis de los efectos causados por la deleción o 
modificación de un gen en esta forma suele proporcionar pistas acerca 
del funcionamiento normal del gen y su proteína codificada. 


La clonación animal demuestra que la 
diferenciación puede revertirse 


Aunque diferentes tipos de células pueden transcribir distintas partes 
del genoma, la mayor parte del genoma es idéntico en todas las células. 
Segmentos del genoma se reordenan y se pierden durante el desarrollo 
de los linfocitos B y T a partir de los precursores hematopoyéticos (véa- 
se el Capítulo 23), pero la mayoría de las células somáticas parece tener 
un genoma intacto, equivalente al de la línea germinal. Existe evidencia 
de que al menos algunas células somáticas tienen un genoma completo 
y funcional que proviene de la producción exitosa de animales clona- 
dos mediante transferencia nuclear. En este procedimiento, a menudo 
llamado transferencia nuclear de célula somática (SCNT), el núcleo 
de una célula somática adulta es introducido en un óvulo al que se le 
ha eliminado el núcleo; el óvulo manipulado, que contiene el número 
diploide de cromosomas y es equivalente a un cigoto, luego es implan- 
tado en una madre sustituta. La única fuente de información genética 
para guiar el desarrollo del embrión es el genoma nuclear de la célula 
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somática donante. Sin embargo, la baja PO de > oi de 
animales clonados por SENT, en combinación =s una 3 qa 
de enfermedades como la obesidad en los PI pa Onados, 
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efecto tienen un genoma funcional completo y sI hd e Na 0 hacen 
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Ily” tiene algunos problemas mé | 
| nte completo, es claro que solo partes de 


nte activas (véase el Cap. 7). Por 


dicos. Aunque las células diferenciadas 


tienen un genoma físicame 
este se encuentran transcripcionalme 


¡ h í. > Je 
ejemplo, una célula podría tener un geno | 
s específicos debido a los estados epi- 


noma intacto pero ser incapaz 


de reactivar adecuadamente gene 
genéticos de la cromatina heredada. y 

Otra prueba de que el genoma de una célula diferenciada puede 
revertirse hasta tener la característica completa de potencial del de- 
sarrollo de una célula madre embrionaria proviene de experimentos 
donde las neuronas sensitivas olfatorias posmitóticas fueron genética- 
mente marcadas con proteína verde fluorescente AR green fluorescent 
protein) y luego usadas como donantes de núcleos (Fig. 21-7). Cuando 
los núcleos de células olfatorias diferenciadas se implantaron en ovo- 
citos enucleados murinos, una pequeña fracción de ellos se desarrolló 
en blastocistos que produjeron GFP. Los blastocistos se utilizaron para 
derivar líneas de células ES, que luego fueron usadas para generar em- 
briones murinos. Estos embriones, derivados completamente a partir 
de los genomas de neuronas olfatorias, formaron ratones sanos verde 
fluorescentes. Por lo tanto, al menos en algunos casos, el genoma de 
una célula diferenciada puede ser reprogramado completamente para 
formar todos los tejidos de un ratón. 


Las células somáticas pueden generar células 
madre pluripotentes inducidas (¡PS) 


Debido a la ineficiencia de la transferencia nuclear somática, es incierto 
si todos los tipos de células de mamífero retienen un genoma intacto 
y si ellas pueden ser inducidas a desdiferenciarse a un estado similar 
al de las células ES. Shinya Yamanaka utilizó vectores retrovirales para 
expresar una amplia variedad de factores de transcripción, de forma 
única o combinada, en fibroblastos murinos cultivados. Notablemente, 
encontró que tanto las células murinas como las humanas podían ser 
reprogramadas a un estado pluripotente, denominado célula madre 
pluripotente inducida (iPS), similar al de una célula madre embriona- 
ria, seguida por transducción con retrovirus que codifican solo cuatro 
factores: KLF4, SOX2, OCTA y c-MYC. Nótese que dos de estos, Sox2 
y Oct4, son dos de los reguladores transcripcionales maestros en las 
células ES analizados anteriormente. La expresión de combinaciones 
de estos y otros factores de transcripción induce la formación de iPS a 
partir de muchos tipos de células somáticas, incluyendo células B pro- 
ductoras de anticuerpo. 
se teorizó que, con el tiempo, la expresión forzada de estos genes 
dei la expresión de muchos genes celulares, incluyendo aquellos que 
codifican las proteínas pluripotentes Oct4, Nanog y Sox2 que, con el 
transcurso de vartas semanas, reprograman las células somáticas a un 
estado similar al ES, Para establecer experimentalmente este punto, los 
Se o que codifican los cuatro factores de trans- 
c nónicos de CUE . 
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FIGURA EXPERIMENTAL 21-7 Los ratones pueden ser clonados 
mediante trasplante nuclear de células somáticas de neuronas 
olfatorias. (4) Estrategia para generar lineas de células ES clonadas usando 
úcleos de neuronas sensitivas olfatorias y la generación de ratones clonados 
WI Se aísla un núcleo de una neurona sensitiva olfatoria a partir de un ratón 
que expresa proteina verde fluorescente (GF P) solo en las neuronas olfatorias 
vse lo utiliza para reemplazar el núcleo de un óvulo murino; el cigoto 
resultante se diferenció en cultivo hasta la etapa de masa celular interna. (EJ) 
Las células de la masa celular interna, todas las cuales fueron clones de la 
neurona sensitiva olfatoria original expresaron GFP se utilizaron para general 


normales que no habían tenido trazas de cualquiera de los RNA men- 
sajeros añadidos exógenamente, lo cual acreditó la reprogramación de 
los queratinocitos a células ¡PS al inducir solo la expresión de los genes 
celulares normales. ' 

Al igual que con las células ES, las ¡PS únicas pueden ser Moneda. 
cidas experimentalmente a un blastocisto y formar todos los tejen de 
un ratón, incluyendo las células germinales; esto corrobora el hecho 
de que las células somáticas en efecto pueden ser reprogramadas a un 


estado embrionario. 


Mi Debido a que las ¡PS pueden derivar de las células noes He 
pacientes con enfermedades difíciles de comprender, han pro al 
do ser inestimables en el descubrimiento de las bases de diversas aflic- 
ciones. Consideremos la esclerosis amiotrófica lateral (ELA), una en- 
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líneas de células ES (EJ) y (EJ) estas células ES se inyectaron dentro de un 
blastocito tetraploide. (B) Cuando el blastocisto se trasplantó al útero de un 
ratón seudopreñado, las células tetraploides del blastocisto huésped pudieron 
formar la placenta (gris) pero no el embrión propiamente dicho, y (BJ) todas 
las células en el embrión propiamente dicho y en los ratones que nacieron 
expresaron GFP. (b) Imágenes de campo brillante (arriba) y de fluorescencia 
(abajo) de los blastocistos de transferencia nuclear y (c) las células ES que se 
aislaron a partir de las células de la masa celular interna. (d) Un ratón control 
de 12 horas de edad (arriba) y un ratón clonado a partir de neurona sensitiva 
olfatoria (abajo), todos cuyas células expresaron GFP [De k Eggan y cols. 2004, Natur: 
428: 


Existe alguna evidencia de que la proteína SOD1 mutante forma agre- 
gados que pueden dañar las células, pero se desconoce si la forma mu- 
tante de SOD] causa daño directamente a las neuronas motoras o a las 
células gliales circundantes (véase la Fig. 22-14). 

En un estudio relevante, las células ¡PS derivadas de pacientes ancia- 
nos con la forma familiar de la enfermedad se diferenciaban exitosamen- 
te en cultivo a neuronas motoras, como así también a células gliales. Esto 
demuestra la factibilidad del aprovechamiento de la autorrenovación de 
las células ¡PS para generar un suministro potencialmente ilimitado de 
las células específicamente afectadas por la ELA. En un estudio separado 
para diseccionar la causa molecular de la ELA, se generaron neuronas 
motoras a partir de células ES o ¡PS humanas y cultivadas con astroci- 
tos humanos primarios (un tipo de célula glial). Alrededor de la mitad 
de las neuronas motoras mueren si las células gliales expresan la forma 
mutante de SOD1, lo cual sugiere que, al menos en la forma familiar de 
la ELA, las células defectuosas son los astrocitos. En efecto, los astrocitos 
que expresan la forma mutante de SOD1 secretaron factores proteicos 
que fueron tóxicos para las neuronas motoras adyacentes. La determi- 
nación de la naturaleza de estos factores podría llevar a una terapia para 
la ELA, pero en cualquier caso, estos experimentos ilustran el valor de 
las células ¡PS y ES en la generación de modelos de cultivo de células de 
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enfermedades humanas que podrían ser utilizadas para la busqueda de 


tarmacos que pudieran tratar la afección, E 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 21.1 


Desarrollo temprano en metazoos y células madre 
embrionarias 


* En la división celular asimétrica, se forman dos tipos diferentes de células 
hijas a partir de una célula madre. Por el contrario, ambas células hijas for- 
madas por divisiones simétricas son idénticas pero muchas tienen destinos 
diferentes si son expuestas a distintas señales externas (véase la Fig. 21-1). 


* Las proteínas especializadas de la superficie de óvulos y espermatozoi- 
des permiten que el núcleo de un único espermatozoide de mamífero 
entre en el citoplasma de un óvulo. La fusión del núcleo de un esper- 
matozoide haploide y con el núcleo de un óvulo haploide genera un 
cigoto diploide. 


« Las divisiones iniciales del embrión de mamífero producen células 
totipontentes equivalentes, pero divisiones posteriores producen el pri- 
mer evento de diferenciación, la separación del epitelio de trofoblasto 
de la masa celular interna. 


* La masa celular interna es la fuente del embrión propiamente dicho, 
como así también de las células madres (ES) embrionarias. 


* Las células madre embrionarias cultivadas (células ES) son pluripo- 
tentes, capaces de dar origen a todos los tipos de células diferenciadas 
del organismo, con la excepción de los tejidos extraembrionarios. Ellas 
son útiles en la producción de ratones genéticamente alterados y ofre- 
cen potencial para usos terapéuticos. 


* La pluripotencialidad de las células ES es controlada por múltiples facto- 
res, incluyendo el estado de metilación del DNA, reguladores de la cromati- 
na, ciertos micro-RNA y los factores de transcripción Oct4, Sox2 y Nanog. 


* La clonación animal establece que puede revertirse la diferenciación 


celular. 


* Las células madre pluripotentes (¡PS) pueden formarse a partir de cé- 
lulas somáticas mediante la expresión de combinaciones de factores de 
transcripción que son claves, incluyendo KLF4, SOX2, OCT4 y c-MYC. 


21.2 Células madre y nichos en organismos 
multicelulares 


Muchos tipos celulares diferenciados son recambiados en el cuerpo 
o tienen períodos de vida que son más cortos que otros del organis- 
mo. Las enfermedades y los traumatismos pueden llevar a la pérdida 
de células diferenciadas. Puesto que la mayoría de los tipos de célula 
diferenciada en general no se dividen, deben ser reabastecidos a par- 
tir de poblaciones de células madre cercanas. Los animales posnatales 
(adultos) contienen células madre para muchos tejidos, incluyendo la 
sangre, el intestino, la piel, los ovarios y los testículos, y el músculo. In- 
cluso algunas partes del cerebro adulto, donde normalmente se produ- 
ce poca división celular, tienen una población de células madre. En el 
músculo, estas células son más importantes en la cicatrización, puesto 
que se produce relativamente poca división celular en otros momentos. 
Algunos otros tipos celulares, como las células hepáticas (hepatocitos) 
y las células beta de los islotes pancreáticos, se reproducen sobre todo 
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por division de células ya diferenciadas, cOmO se ejemplifica con la Te- 
generación del hígado cuando se extirpan quirurgicamente porciones 
erandes. Es controvertido si estos tejidos también contienen células 


madre que puedan generar estos tipos de células diferenciadas. 


Las células madre originan tanto células madre 
como células diferenciadas 


Las células madre, que dan origen a las células especializadas que com- 
ponen los tejidos corporales, tienen tres propiedades claves: 

* Pueden originar múltiples tipos de células diferenciadas; san multipo- 
tentes. En este sentido, son diferentes de las células progenitoras, que 


en general dan lugar a solo un único tipo de célula diferenciada. Una 


célula madre tiene la capacidad de generar una cantidad de tipos ce- 
lulares diferenciados pero no todos; es decir, no es pluripotente como 
una célula ES, Por ejemplo, una célula madre sanguínea multipotente 
formará más de sí misma además de múltiples tipos de células san- 
guíneas, pero nunca una célula hepática o epitelial. 

+ Las células madre son indiferenciadas; en general, no expresan pro- 
teínas características de los tipos celulares diferenciados formados por 


sus descendientes. 

* Por lo general, la cantidad de células madre de un tipo particular per- 
manece constante durante un tiempo de vida individual. En ese sen- 
tido, suele decirse que las células madre son inmortales aunque una 
única célula madre no sobreviva durante la vida del animal. 


Las células madre pueden exhibir diversos patrones de división ce- 
lular, que se esquematizan en la Figura 21-8. Una célula madre puede 
dividirse simétricamente en dos para dar lugar a células madre hijas 
idénticas a sí mismas. De manera alternativa, una célula madre puede 
dividirse asimétricamente para generar una copia de sí misma y una 
célula madre hija que tiene más capacidades restrictivas, como dividir- 
se durante un tiempo limitado o dar lugar a menos tipos de progenie 
en comparación con la célula madre progenitora. Por ejemplo, cada 
vez que una célula madre en el intestino se divide, una de las hijas se 
convierte en una célula madre idéntica a su progenitora, mientras que 
la otra célula hija se divide rápidamente y genera cuatro tipos de células 
intestinales diferenciadas, como se verá en breve en mayor detalle. 

Las dos propiedades cruciales de las células madre que, juntas, las 
distinguen de todas las otras células son la capacidad para reproducirse 
a sí mismas indefinidamente, a menudo llamada autorrenovación, y la 
capacidad para, según sea necesario, dividirse asimétricamente para 
formar una célula madre hija idéntica a sí misma y una célula madre 
de potencial más restringido. Muchas divisiones de células madre son 
simétricas y producen dos células madre, pero en algún momento la 
progenie necesita diferenciarse. Así, la división mitótica de las células 
madre puede agrandar la población de células madre o mantener una 
población de células madre mientras que de manera constante se pro- 
duce un flujo de células diferenciadas. Aunque algunos tipos de células 
progenitoras pueden dividirse de manera simétrica para formar más de 
sí mismas, solo lo hacen por períodos limitados. 


Las células madre de diferentes tejidos ocupan 
nichos sustanciales 


Las células madre necesitan el microambiente correcto. Además de las 


señales regulatorias intrínsecas (como la presencia de ciertas proteínas 


reguladoras), las células madre dependen de las señales hormonales 
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FIGURA 21-8 Patrones de diferenciación de células madre. Los patrones 
de división de células madre producen más células madre (azul) y las células 
que se diferencian (verde). Las divisiones de células madre cumplen tres 


(c) Se incrementan las células 
diferenciadas 


bietvos. deben mantener la población de célula madre, a veces deben 
ncrementar el numero de células madre y, en el momento indicado, deben 
producir celulas que vayan a diferenciarse (a) Las células madre pueden 
atravesar divisiones asimétricas, producir una célula madre y una célula 
iferenciada. Esto no incrementa la población de células madre (b) Algunas 
celulas madre pueden dividirse simétricamente para aumentar su población, 
Jue puede ser util en el desarrollo normal o durante la recuperación de 
esiones, al mismo momento que otras se dividen asimétricamente como en 
(a) Las celulas pueden dividirse como en (b) mientras que al mismo tiempo 

s células madre producen dos progenies diferenciadas (=> | Morson y | kimble 
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extrinsecas y de otras señales regulatorias provenientes de células cir- 
cundantes para mantener el estatus de células madre. La ubicación en 
la que un destino de la célula madre puede mantenerse se denomina 
nicho o microentorno de célula madre, por analogía a un nicho ecoló- 
gico (una localización que admite la existencia y la ventaja competitiva 
de un organismo particular). La combinación correcta de la regulación 
intrínseca y extrínseca, impartida por un nicho, creará y sustentará una 
población de células madre. 

Con el objeto de investigar o utilizar las células madre, se las debe 
encontrar y caracterizar. Suele ser dificultoso identificar precisamente 
las células madre: estas son muy raras y en general carecen de formas 
distintivas e incluso no se dividen particularmente rápido. Las células 
madre pueden mantenerse en reserva, dividiéndose lentamente en todo 
caso, hasta que sean estimuladas por señales que tanbien la necesi- 
dad de células nuevas. Por ejemplo, el suministro inadecuado de oxí- 
geno puede estimular a las células madre sanguíneas a dividirse, y pa 
lesiones en la piel pueden estimular la división celular regenerativa, co- 


menzando con la activación de las células madre. Algunas células ma- 


dre, incluyendo aquellas que forman el epitelio continuo del intestino, 


están dividiéndose en forma continua, en general a una velocidad baja. 


Las células germinales producen espermatozoides 
y ovocitos 


í : » > los ¡tos y los es- 
La línea germinal es el linaje celular que produce los Eos io 
permatozoides. Se distingue de las células somáticas que constituy 
ro que no se transmiten a la progenie. La linea 


todos los O 
sotros tejidos, pe ls : 
ol as somáticas, comienza con 


germinal, al igual que los linajes de célul dsd df e 
las células madre. Los nichos de célula madre se han efinido bien en 


“studios de las células madre de la línea germinal (GSC) en Drosophila 
: : stá "sentes en moscas 
yc. elegans, Las células de la línea germinal están presentes eh MOScas 


Y gusanos adultos, v se conoce bien la localización de las células madre. 
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(a) Las células madre y los nichos en un germarium de mosca 
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FIGURA 21-9 Un germarium de Drosophila. (a) sección transversal del 
germanium que muestra las células madre de la linea germinal (amarillo) y 

las células madre somáticas (doradas) en sus nichos y las células progenie 
derivadas de ellas. Las células madre de la línea germinal producen citoblastos 
(verde), que sufren cuatro rondas de división mitotica para producir 16 células 
interconectadas, una de las cuales se convierte en ovocito; las células madre 
somáticas producen células foliculos (marron) que formarán la cubierta del 
ovulo. Las células del casquete (verde oscuro) crean y mantienen el nicho 

para las células madre de la linea germinal, mientras que las células de la vaina 
interna (azul) producen el nicho para las células madre somaucas. (b) Vías de 
señalización que controlan las propiedades de las células madre de la línea 
germinal. Las moleculas de señalización (proteinas Dpp y Gbb de la familia del 
IGF-f3 como así también Hedgehog [Hh)) son producidas por las celulas cap 
La unión de estos ligandos a los receptores sobre la superficie de una célula 
madre de la línea germinal, los receptores TGF -Bl y ll, yv Pte respectivamente, 
da como resultado la represión del gen bam mediante dos factores de 
transcripción, Mad y Med, y un correpresor ScAnure. La represión de bam 
permite que las células madre de la linea germinal se renueven, mientras que 
la activación de bam estimula la diferenciación. La proteina transmembrana 

de adhesión celular cadhenma E forma las uniones de adherencia homotípica 
entre las células de linea germinal y las células cap. Arm (armadillo) es la 

( atenina-f3 de mosca y conecta las colas mroplasmáticas de |: cadherina E al 
cnoesqueleto de actina; tanto la cadherina E como Arm son importantes para 
mantener el nicho de células madre. (ct) Vias de señalización que controlan las 
propiedades de las células somáticas. La señal Wnt Wingless (Wa) e producida 
por las células de vaina interna y recibida por el receptor Frizzled (Fz) so 


bre 
una célula madre somática Hh es producida de manera similar y 


recibida por 
el receptor PIC. Ambos receptores señalan para controlar la transcripción que 
resulta en la autorrenovación de las células madre somáticas 
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En el ovario de mosca, el nicho donde se forman los precursores 
de ovocitos y comienzan a diferenciarse se localiza junto a la punta del 
germarium (Fig. 21-94). En esta localización, existen dos o tres células 
madre de la línea germinal al lado de unas pocas células cap (casquete), 
que crean el nicho al secretar dos proteínas de la familia de factores 
de crecimiento transformante beta (TGF-b) (Dpp y Gbb) y la pro- 
teína Hedgehog (Hh) (Fig. 21-9b). El concepto referido a estas señales 
de proteínas secretadas se introdujo en el Capítulo 16. Las células cap 
crean el microambiente debido a que las señales de clase TGE-$ que en- 
vían reprimen la transcripción de un factor de diferenciación clave, la 
proteína llamada Bam (Bag of marbles), en las células madre germinales 
vecinas. Las células madre se mantienen en el nicho mediante proteínas 
transmembrana cadherina E de la superficie celular, que forma uniones 
de adherencia a través de interacciones homotípicas con moléculas de 
cadherina E similares sobre la célula cap. Armadillo (Arm), la catenina 
P, conecta las colas citoplasmáticas de la cadherina E al citoesqueleto de 
actina; como la cadherina E, Arm es importante en el mantenimiento 
del nicho de células madre. 

Cuando una célula madre de la línea germinal se divide, una de las 
dos células hijas resultantes permanece adyacente a las células cap y es 
mantenida así como una célula madre, al igual que la célula progeni- 
tora. La otra célula hija se encuentra demasiado lejos de las células cap 
como para recibir las señales Dpp y Gbb derivadas de las células cap. 
En consecuencia, la expresión de Bam se activa y provoca que la célula 
germinal entre en el programa de diferenciación. 

Las células madre somáticas separadas en el germarium producen 
células foliculares que formarán la cubierta del óvulo. Las células somá- 
ticas también tienen un nicho, creado por las células de la vaina inte- 
rior, que producen la proteína Wingless (Wg) (una señal Wnt de volar) 
y la proteína Hh (Fig. 21-9c). La Hedgehog producida por las células 
cap también cumple una función. Así, dos poblaciones diferentes de cé- 
lulas madre pueden funcionar en estrecha coordinación para producir 
partes distintas de un óvulo. 

En los gusanos, los brazos largos similares a tubos de las gónadas 
tienen extremos donde una única célula llamada una célula del ex- 
tremo distal crea un nicho de célula madre (Fig. 21-10). La proteína 
transmembrana Delta, producida por la célula del extremo distal, se 
une al receptor Notch sobre las células madre de la línea germinal ad- 
yacentes. En las células madre de la línea germinal de gusano, la vía de 
señalización Delta/Notch (véase la Fig. 16-35) reprime la inducción 
de productos génicos que estimulan la diferenciación que conduce 
la entrada en la meiosis (p. ej., diferenciación de la línea germinal) y 
estimula la división mitótica simétrica por autorrenovación que crea 
más células madre hijas. Por lo tanto, la meiosis está bloqueada por 
la señal Delta hasta que las células madre se muevan más allá del es- 
pectro de la señal desde la célula del extremo distal. Mutaciones que 
activan Notch en las células madre de la línea germinal, incluso en 
ausencia de señal Delta, causan un tumor de gónada con números 
masivos de células madre de la línea germinal extra, debido a mitosis 
excesiva y poca meiosis. 

La identificación y la caracterización de las células madre de la lí- 
nea germinal de Drosophila y de C. elegans fueron importantes debido 
a que demostraron de forma convincente la existencia de nichos de 
células madre y permitieron experimentos para identificar las señales 
formadoras de nichos que causan que las células se conviertan y per- 

manezcan por autorrenovación como células madre. Así, un nicho de 
célula madre es un grupo de células y las señales que ellas producen, no 


solo una ubicación. 
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FIGURA 21-10 Células madre de la línea germinal en C. elegans. Una 
sección transversal de la punta de la gónada muestra a las células madre 

en sus nichos y la progenie derivada de ellas. La única célula de la punta 

distal (verde) crea y mantiene el nicho; expresa Delta sobre su superficie, 

que se une al receptor Notch sobre las células madre de la línea germinal 

Las señales inducidas en estas células madre estimulan la mitosis simétrica, 
autorrenovante, que forma dos células madre de la linea germinal hijas. A 
medida que estas células madre se mueven hacia fuera más allá del alcance 
de la señal Delta, continúan dividiéndose pero son capaces de autorrenovarse 
por no más de unas pocas divisiones. Eventualmente, se convierten en células 
progenitoras mitóticas que forman las células germinales. Durante estas etapas, 
las células están solo parcialmente separadas por membranas (forma Y”) y, por 
ende, son un sincitio. (Adaptado de L Li yT Xie, 2005, Annu Rev. Cell Dev Bro! 21:605-631 


La identificación de moléculas específicas que mantienen el estado 
de célula madre en Drosophila y C. elegans trajo una ventaja inesperada: 
alguna de estas moléculas también son usadas para formar nichos de cé- 
lulas madre y controlar el destino de dichas células en los mamíferos. Por 
ejemplo, las células de la línea germinal en los testículos murinos son de- 
pendientes de una proteína de señalización (GDNE) de la familia TGF- 
B derivada de las células somáticas. Cada tubo seminífero contiene una 
pequeña cantidad de células madre de la línea germinal que se dividen 
asimétricamente para regenerarse ellas mismas y producir células esper- 
matogónicas. Las espermatogonias proliferan y su progenie se convierte 
en espermatocitos, que atraviesan un proceso de diferenciación extraor- 
dinario para formar un espermatozoide. El nicho es creado por la región 
especializada de una célula de Sertoli junto con una célula mieloide y 
una membrana basal producida por la célula mieloide, aunque todavía 
quedan por explorar muchos detalles de las señales moleculares. 


Las células madre intestinales generan 


continuamente todas las células del epitelio 
intestinal 


El revestimiento intestinal del intestino delgado es una mucosa de úni- 
ca célula gruesa (véase la Fig. 20-10) compuesta por tres tipos de célu- 
las diferenciadas, Las células epiteliales más abundantes, los enterocitos 
absortivos, transportan nutrientes esenciales para la sobrevida desde 


el lumen intestinal al cuerpo (véase la Fig. 11-30). El epitelio intesti- 


nal es el tejido que se autorenueva más rápidamente en los mamíferos 


adultos; se recambia cada cinco días. Las células del epitelio intestinal 

E a osa continuamente a partir de unan población de células ma- 
re y 

ocalizada en la parte profunda de la pared intestinal, en las fositas 
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FIGURA 21-11 Células madre intestinales. Dibujo esquemático de una 
cripta que muestra las células madre intestinales (amarillo), su progenie 
mitótica (verde claro) y el sitio de diferenciación terminal (verde oscuro). La 
base de la cripta es la localización de las células de Paneth (anaranjado) que 
proporciona Una parte principal del nicho de célula madre y también secreta 
proteínas de defensa antibacterianas que forman poros en las membranas 
bacterianas y matan bacterias. Las células mesenquimatosas (azul) rodean 

la base de la cripta y también secretan proteínas como Wnt, que estimulan 
los destinos de célula madre y compensan las señales BMP que impulsan la 
diferenciación. (Adaptado L. Li and T. Xle, 2005, Stem cell niche: structure y function, Annu. Rev. Cell 
Dev. Biol. 21:605-631 y T. Sato y cols. 2011, Nature 469:415.) 


llamadas criptas (Fig. 21-11). Los experimentos de pulso de marcado y 
seguimiento demostraron que las células madre intestinales producen 
células precursoras que proliferan y luego se diferencian a medida que 
ascienden por los laterales de las criptas para formar la capa superficial 
de las proyecciones intestinales digitiformes llamadas vellosidades, a 
través de las cuales se produce la absorción intestinal. El tiempo trans- 
currido desde el nacimiento de celular en las criptas hasta la pérdida 
de las células en la punta de las vellosidades es de solo 3 a 4 días (Fig. 
21-12). Así, deben producirse cantidades enormes de células de forma 
continua para mantener el epitelio intacto. La producción de células 
nuevas está precisamente controlada: muy poca división podría elimi- 
nar las vellosidades y llevar a una degradación de la superficie intesti- 
nal; demasiada división podría crear un exceso de epitelio y también 
podría ser un paso hacia el cáncer. 

Los experimentos como el descrito en la Figura 21-12 sugirieron 
que las células madre intestinales se localizaron en algún lugar cerca de 
la parte inferior de las criptas, cerca de las células intestinales diferen- 
ciadas llamadas células de Paneth. Pero estas células madre putativas no 
tienen características morfológicas particulares que revelen sus capaci- 
dades notables; ¿cuáles son las células madre intestinales reales y cuáles 
las células de soporte que forman el nicho? 

Los experimentos genéticos anteriores habían demostrado que las 
señales Wnt eran esenciales para el mantenimiento de las células ma- 
dre. Como evidencia para la importancia de las Wnts, la sobreproduc- 
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ción de catenina B (normalmente activada por señales Wnt; véase la 
Fig. 16-30) en las células intestinales llevó a un exceso de proliferación 
del epitelio intestinal. Por el contrario, el bloqueo de la función de la 
B-catenina por interferencia con factor de transcripción TCF activado 
por Wnt abole las células madre en el intestino. Por lo tanto, la seña- 
lización de Wnt cumple una función crucial en el nicho intestinal de 
células madre, como lo hace en la piel y otros órganos. En efecto, las 
mutaciones que activan inadecuadamente la transducción de la señal 
Wnt son contribuyentes importantes a la progresión del cáncer de co- 
lon, como se verá en el Capítulo 24. 

Al analizar un panel de genes cuya expresión en el intestino fue 
inducida por la señalización Wnt, los investigadores se concentraron 
en Lgr5, que codifica un receptor acoplado a proteína G, debido a que 
solo se expresaba en un grupo pequeño de células en la base misma de 
las criptas. Lgr 5 se une a una clase de hormonas secretadas llamada R- 


FIGURA EXPERIMENTAL 21-12 La regeneración del epitelio intestinal 

a partir de las células madre puede demostrarse en experimentos 

de pulso y caza. Los resultados de un experimento en el cual se añadió 
timidina marcada radioactivamente (el pulso) a un cultivo de tejido de epitelio 
intestinal. Las células en división incorporaron la timidina marcada en sus DNA 
recién sintetizados. La timidina marcada se eliminó por lavado y se reemplazó 
con timidina no marcada (la caza) después de un breve período; las células 
que se dividieron después de la caza no se marcaron. Estas microfotografías 
demuestran que, 40 minutos después del marcaje, las células marcadas se ven 
progresivamente más lejos del punto de nacimiento en la cripta. Las células 
en la parte superior son cubiertas. Este proceso asegura el reabastecimiento 
constante del epitelio intestinal con células nuevas. (Cortesia de C. S. Pottern, de P Kaur y 
C. 5 Potten, 1986, Cell Tiss. Kinet. 19:601.) 
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FIGURA EXPERIMENTAL 21-13 Estudios para trazar el linaje 
demuestran que las células Lgr5* en la base de las criptas son células 


madre intestinales. (a) Esquema del experimento. Utilizando células ES 
genéticamente modificadas (véase la Fig. 5-40), los investigadores generaron 
una cepa de ratones en la cual una versión de la recombinasa Cre (véase la 

Fig. 5-42) se colocó bajo control del promotor Lars, y así la recombinasa Cre se 
produjo solo en las células, como las células madre intestinales, que expresan 
el gen Lgr5. Esta versión de recombinasa Cre contiene un dominio adicional 
del receptor de estrógeno (ER) que une el análogo de estrógeno tamoxifeno; 
al igual que el receptor de estrógeno y otros receptores nucleares como el 
receptor glucocorticoide (Fig. 7-44), la quimera ER-Cre fue retenida en el citosol 
a no ser que se haya añadido tamoxifeno. En presencia de tamoxifeno, ER-Cre 
se mueve hacia el interior del núcleo, donde puede interactuar con sitios loxP 
en el DNA cromosómico. La segunda cepa informadora de los ratones contenía 
un gen bacteriano B-galactosidasa, que estaba precedido por dos sitios loxP. 

El segmento de bloqueo de DNA entre estos sitios loxP evita la expresión del 
gen B-galactosidasa, y la B-galactosidasa solo podía ser expresada en células 
donde una recombinasa Cre activa había eliminado la secuencia entre los dos 
sitios loxP. Los dos ratones se cruzaron, y se identificó la descendencia que 
contenía ambos transgenes marcadores. En estos ratones, la B-galactosidasa 
se expresó solo en las células en las cuales el gen ER-Cre que controla Lgr5 y 
Únicamente después de la adición del análogo de estrógeno, el tamoxifeno, 

a los ratones. Por lo tanto, solo las células que expresan Lgr5, y todos sus 
descendientes, expresarían el gen de la B-galactosidasa. (b) Los resultados del 
experimento. Un día después de añadir tamoxifeno a estos ratones, las Únicas 
células que expresaron B-galactosidasa (medida por la cepa histoquímica azul) 
fueron las células madre intestinales que expresan Lgr en la base de las criptas 
(izquierda). Cinco días después del tamoxifeno, las células azules adicionales, 
los descendientes epiteliales de las células madre intestinales, fueron vistas 
migrando hasta los laterales de las vellosidades. Algunas de las células madre 
azules permanecieron en la base de la cripta. (Parte [b] de N. Barker y cols, 2007, Nature 


449:1003,) 


espondina y activa las vías de señalización intracelular que potencian la 
señalización de Wnt. Estudios que trazan el linaje demostraron que, en 
efecto, los descendientes de estas células que expresan Lgr dan origen a 
todas las células epiteliales intestinales (Fig. 21-13). Este experimento 
utilizó ratones genéticamente modificados en los cuales una versión de 
la recombinasa Cre (véase la Fig. 5-42), una quimera del receptor de 
estrógenos (ER)-Cre, se ubicó bajo el control del promotor Lgr; así, la 
recombinasa quimera ER-Cre se producía solo en las pocas células ma- 
dre putativas que expresaban Lgr3 en la parte inferior de las criptas. La 
versión de la Cre usada en el estudio ha sido alterada de manera tal que 
normalmente reside en forma inactiva en el citosol y solo es transferida 
al núcleo después de la adición de un análogo de los estrógenos (Fig. 
21-13a). Allí, la Cre escinde un fragmento de DNA y activa la expresión 
de un gen informador P-galactosidasa en estas células. Es importante 
destacar que todos los descendientes de estas células expresarán tam- 
bién esta enzima. Inmediatamente después de la adición del análogo de 
los estrógenos, las únicas células que expresan P-galactosidasa son las 
células madres en las criptas. Pero después de unos pocos días, todas las 
células epiteliales descendientes también expresaron B-galactosidasa 
(Fig. 21-13b), lo cual demuestra que, en efecto, Lgr5 es un marcador de 
las células madre intestinales. 

En estudios posteriores, se aislaron células madre que expresan 
Lgr5 a partir de criptas intestinales y se cultivaron sobre una matriz 
extracelular (véase la Fig. 20-22) que contiene colágeno tipo IV y lami- 
nina que normalmente subyace al epitelio intestinal y lo sostiene. Estás 
células generan estructuras similares a vellosidades que contienen los 
cuatro tipos de células diferenciadas encontrados en el epitelio intes- 
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tinal maduro (Fig. 21-14). Tomados en conjunto, estos experimentos 
establecen que la expresión del gen Lgr5 define las células madre intes- 
tinales y demuestra que estas células se localizan en la base de las bis 
tas intestinales diseminadas entre las células de Paneth ia 
diferenciadas (véase la Fig. 21-11). 


Las células de Paneth producen diversas proteínas antibacterianas 
que protegen al intestino de las infecciones; sorprendentemente, eviden- 
cia reciente sugiere que las células de Paneth también constituyen una 
parte importante del nicho para las células madre intestinales. Las células 
de Paneth cultivadas producen Wnt y también otras hormonas, como el 
EGF y una proteína Delta, esenciales para el mantenimiento de las células 
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FIGURA EXPERIMENTAL 21-14 Las células madre intestinales que 


expresan Lgr5 construyen estructuras de cripta - vellosidades en 
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organoides también se tineron con DAP1 (azul) para revelar los núcleos. (De T 
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madre intestinales. El cocultivo de las células madre intestinales con las 
células de Paneth mejora marcadamente la formación de las estructuras 
similares a vellosidades, y manipulaciones genéticas en ratones que cau- 
saron una reducción del número de células de Paneth ocasionaron una 
reducción concomitante en las células madre intestinales. Por lo tanto, las 
células de Paneth, que son células progenie de las células madre intestina- 
les, también constituyen la mayoría (si no es que todo) del nicho para el 
mantenimiento de las células madre intestinales. 


Las células madre neurales forman las células 
nerviosas y las gliales en el sistema nervioso central 


El gran interés en la formación del sistema nervioso y en el hallar me- 
jores formas de prevenir o tratar enfermedades neurodegenerativas ha 
tornado la caracterización de las células madre neurales en un objetivo 
importante. Las primeras etapas del desarrollo neuronal de vertebra- 
dos involucra el laminado de un tubo de ectodermo (la capa celular 
que recubre el exterior del embrión) que se extiende a lo largo de la 
longitud del embrión desde la cabeza hasta la cola (Fig. 21-15a). 


FIGURA 21-15 Formación del tubo neural y división de las células 
madre neurales. (a) Temprano en el desarrollo de los vertebrados, una 

parte del ectodermo se enrolla y se separa del resto de las células. Este forma 

la epidermis (gris) y el tubo neural (azul). Cerca de la interfase entre las dos, 

se forman las células de la cresta neural y luego migran para contribuir a la 
pigmentación de la piel, la formación nerviosa, el esqueleto craneofacial, las 
válvulas cardíacas, las neuronas periféricas y otras estructuras. La notocorda, 

un bastón de mesodermo por el cual somos denominados (cordados), 
proporciona señales que afectan el destino celular en el tubo neural. El 

interior del tubo neural se convertirá en Una serie de cámaras llenas de 

líquido llamadas ventrículos. Las células madre localizadas adyacentes a los 
ventrículos, descritas como en la zona subventricular (5VZ), se dividirán para 
formar neuronas que migran radialmente hacia afuera para formar las capas 
del sistema nervioso. (b) Las células madre en la zona ventricular pueden 
dividirse simétricamente (parte superior) para originar dos células madre, lado a 
lado, ambas en contacto con el ventrículo. Alternativamente, las células madre 
pueden dividirse para producir una hija que es una célula madre capaz de 
autorrenovación y otra hija, llamada célula de amplificación transitoria (TA), que 
comienza a migrar y a diferenciarse (parte inferior). Una diferencia clave entre 
los dos patrones de división es la orientación del huso mitótico. (Adaptado de LR 
Wolpert y cols., 2001, Principle of Development, 2d ed, Oxford University Press.) 
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Este tubo neuronal formará la médula espinal y el cerebro. Inicial- 
mente, este ensanchamiento del tubo es una única capa de células, y 
estas células, las células madre neurales embrionarias (NSC), darán ori- 
gen al sistema nervioso central completo. El interior del tubo neuronal 
forma los compartimientos llenos de líquido llamados ventrículos, y el 
revestimiento del tubo neural, donde ocurre la mayoría de la división 
celular, se denomina zona subventricular (ZSV). La ZSV tiene propie- 
dades de un nicho de célula madre. 

Se llevaron a cabo experimentos de marcaje y traza para determinar 
cómo nacen las células y dónde van después de su nacimiento. Las cé- 
lulas madre neurales embrionarias que recubren el ventrículo pueden 
dividirse simétricamente y producir dos células madre hijas de lado a 
lado (Fig. 21-15b). De manera alternativa, pueden dividirse asimétri- 
camente y producir una célula que permanece como célula madre y 
otra que migra radialmente hacia afuera. Las células que migran suelen 
denominarse células de amplificación transitoria (TA) debido a que se 
dividen rápidamente múltiples veces para formar los precursores neu- 
ronales llamados neuroblastos. Una vez formadas, las células TA y los 
neuroblastos migran radialmente hacia afuera y forman sucesivas ca- 
pas de tejido neural de una forma de adentro hacia afuera. En contraste 
con las células TA y los neuroblastos, las células madre permanecen en 
contacto con el ventrículo (véase la Fig. 21-15b). Por ende, las células 
recién formadas atraviesan las capas de células preexistentes antes de 
ocupar una residencia en el exterior. 

Los experimentos de traza con virus han demostrado que un neu- 
roblasto puede producir dos hijas, una neurona y una célula glial. El 
experimento se realizó preparando una biblioteca de retrovirus, cada 
una con una única secuencia de DNA, de manera tal que cualquier cé- 
lula infectada por un único virus podría dar origen a un clon de células 
que llevan todas esa secuencia particular de DNA del virus. De esta 
forma, todas las células que derivan de un único precursor NSC o TA 
podrían ser identificadas como un clon (Fig. 21-16). Los resultados del 
experimento fueron sorprendentes. Primero, se encontró que algunas 

neuronas migraron distancias laterales considerables, abandonando la 
migración radial hacia la capa cortical más externa. Segundo, en algu- 


FIGURA EXPERIMENTAL 21-16 La infección por retrovirus puede 
utilizarse para trazar el linaje celular. (3) Genoma viral genéticamente 
modificado. Las repeticiones terminales largas (LTR) son repeticiones 
retrovirales estándares. Las proteínas virales necesarias para la infección son 
codificadas en los genes gag y A-env. PLAP es un gen introducido para Una 
fosfatasa alcalina. La detección de esta enzima por tinción histoquímica 

se utiliza para determinar qué células portan un virus. La secuencia de 
oligonucleótido, sintetizada por la provisión de nucleótidos al azar, es 
diferente en cada virus y puede ser amplihcada por PCR mediante el uso 
de cebadores para secuencias que están en todos los virus (flechas azules) 
y luego, secuenciada Se creó una biblioteca de más de 10 virus diferentes 
Debido a que estos virus carecen de genes necesarios para la reproducción 
de nuevos viriones en células infectadas, cada virus defectuoso puede 
infectar una célula solo una vez, integrarse en forma estable en el genoma, y 
se expresa en esa célula y en todos sus descendientes. (b) Serción de tejido 
que muestra las células infectadas con virus defectuosos El DNA de cada 
clon teñido de las células puede ser extraído y amplihcado por PCR para 
determinar la secuencia del virus infectado Las células descendientes a partir 
de la misma célula inicialmente infectada tendrán la misma secuencia de 
oligonucleótidos, mientras que los acontecimientos de infección separados 
tendrán secuencias diferentes. (De J A Golden y cols, 1995, Proc Mars 
92:5704) 
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(Fig. 21-17). De manera similar a otros tipos de célul 
células madre neurales están funcionalmente definidas por su capaci- 
y diferenciarse en linajes neurales, incluyendo 
/ drocitos. Para identificar y caracterizar 
las células neurales, las células aisladas de la zona subventricular se 
cultivaron con factores de crecimiento como FGF2 o EGF. Algunas de 
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decir, podían autorrenovarse. En presenci ' 
células indiferenciadas originaron neuronas, astrocitos u oligodendro- 
citos. El establecimiento exitoso de células multipotentes y que se auto- 
rrenuevan del cerebro adulto proporciona una fuerte evidencia para la 
presencia de poblaciones de células madre. 

Algunas de las NSC en la zona subventricular tienen propiedades de 
astrocitos, como la producción de proteína acídica fibrilar glial (GFAP). 
Pero estas NSC pueden dividirse asimétricamente para reproducirse a 
sí mismas y para producir células de amplificación transitoria que a 
su vez se dividen para formar precursores neurales (neuroblastos). El 
nicho subventricular es creado por señales en su mayoría desconocidas 
a partir de células ependimarias que forman una capa justo por dentro 
del tubo neural (revistiendo el ventrículo) y por células endoteliales 
que forman los vasos sanguíneos en la vecindad (véase la Fig. 21-17). 
Las células endoteliales, y la lámina basal que forman, están en contacto 
directo con las NSC y se cree que son esenciales en la formación del 
nicho de célula madre neural. Cada célula madre neural extiende un 
único cilio a través de la capa de células ependimarias hasta contactar 
directamente el ventrículo. Aunque se desconoce la función del cilio, 
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FIGURA 20-17 Nicho de célula madre neural en el cerebro adulto. 
3) Sección transversal del sistema nervioso en desarrollo que muestra los 
ventrículos laterales, un espacio lleno de liquido dentro del tubo neural 
La zona que rodea al ventriculo, llamada la zona subventric ular es el sitio 
de las células madre neurales a partir del cual emergen los precursores 
neurales. (b) Tanto en el cerebro embrionario COMO en el adulto, los 


adre neurales están localizados en la zona 
subventricular y se clasifican por su capacidad de autorrenovación y 
diferenciación, posiblemente representando sus transiciones lineales durante 
la neurogénesis. Las células madre neurales tipO B expresan el marcador 


astrocito, la proteína acídica fibrilar alral (GAFP) y se exponen en el ventriculo 
és de los cilios y los extremos basales, 


diferentes tipos de células m 


y contactan los vasos sanguíneos a trav 
respectivamente Las células tipo B tienen el potencial de producir células 


progenitoras neurales en división activa (amplihcación transitoria) y estas, 


subsecuentemente, generan los neuroblastos que se diferenciarán en 
Dev Biol 25:253 


2009, 4nnu Rev Cell 


neuronas. (Adaptado de H Suh y C( e 


en los animales adultos. Los diversos tipos de células sanguíneas 
derivan todos de un único tipo de célula madre hematopoyética 
(HSC) multipotente que da origen a células madre progenitoras 
linfoides y mieloides más restrictivas capaces de autorrenovación 
limitada (Fig. 21-8). Después de que se forman las HSC, numerosos 
factores de crecimiento extracelular llamados citocinas regulan la 
proliferación y la diferenciación de las células precursoras para va- 
rios linajes de células sanguíneas. Cada rama del árbol genealógico 
celular tiene diferentes reguladores de citocinas, lo cual permite un 
control exhaustivo de la producción de tipos celulares específicos. 
Si se necesitan todas las células sanguíneas, por ejemplo después de 
una lesión de sangrado, pueden producirse múltiples citocinas. Si 
se necesita solo un tipo de célula, por ejemplo cuando una perso- 
na está viajando a una altitud elevada, el riñón sintetiza eritropo- 
yetina y estimula la proliferación y la diferenciación terminal de 
los precursores de CFU-E pero no de otros tipos de precursores. 
La eritropoyetina activa diversas vías de transducción de señales 
intracelulares, lo que lleva a cambios en la expresión génica que 
promueven la formación de eritrocitos (véanse las Figs. 16-10 y 
16-12). De manera similar, G-CSF, una citosina diferente, estimu- 
lará la proliferación y la diferenciación de los progenitores bipo- 
tentes macrófagos/granulocitos GM-CFC a granulocitos, mientras 
que M-CSEF estimula la producción de macrófagos a partir de la 
misma célula precursora. 

El linaje hematopoyético se elucidó originalmente al inyectar los 
diversos tipos de células precursoras en ratones cuyas células precur- 
soras habían sido aniquiladas por irradiación. Al observar qué células 
sanguíneas fueron restauradas en estos experimentos trasplantados, los 
investigadores pudieron inferir qué precursores o células terminalmen- 
te diferenciadas (p. ej., eritrocitos, monocitos) surgieron a partir de un 
tipo particular de precursor. 

Al igual que otras células madre, las HSC residen en un nicho. Un 
tipo de célula principal en el nicho de la médula ósea es el osteoblasto, 
las células formadoras de hueso que se localizan en la superficie ósea. 
Un ligando similar a Delta y proteínas como el factor de célula madre 
(SCF), producidas por las células del nicho, señalan a los receptores 
de Notch y SCF en la superficie de HSC. Varios otros pares de factores 
de crecimiento-receptor también estimulan las HSC, y probablemen- 
te otros tipos de células participan en la formación del nicho HSC. 
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respectivamente; responden a una O a Unas pocas CItocinas específicas. Estos 
progenitores son detectados por sus capacidades para formar colonias que 
contienen los tipos celulares diferenciados mostrados a la derecha, medidos 
como células formadoras de colonia (CFC). Las colonias son detectadas por 

el plaqueo de | - células progenitoras en un medio viscoso, formado por un 
polímero tal cu,no metilcelulosa, tal que todas las células hijas diferenciadas 
permanezcan  calizadas y así puedan formar una colonia. Se indican algunas 
de las citocina, que avalan este proceso (marcas rosas). GM = granulocito- 
macrófago; Eo = eosinóflo; E = eritrocito; mega = megacariocito; T = célula T; 
B = célula B; CFU = unidad formadora de colonia; CSF = factor estimulador de 
colonia; IL = interleucina; SCF = factor célula madre; Epo = eritropoyetina; Tpo 
= trombopoyetina. (Adaptado de M Socolovsky y cols, 1998, Proc Nat'l Acad. Sci USA 95:6573. y N 


FIGURA 20-18 Formación de las células sanguíneas a partir de 

células madre hematopoyéticas en la médula ósea. Las células madre 
hematopoyéticas multipotentes que repueblan a largo plazo pueden 
dividirse simétricamente para autorregenerarse (flechas curvas azules) O 
asimétricamente para formar una célula hija que es multipotente como la 
célula madre progenitora y otra célula hija con capacidad de autorrenovación. 
En última instancia, esta hija genera células madre mieloides y Iinfoides; 
aunque estas células multipotentes son capaces de autorrenovación limitada, 
están comprometidas a uno de los dos principales linajes hematopoyéticos 
Dependiendo de los tipos y cantidades de citocinas presentes, las células 
madre mieloides y linfoides sufren ciclos rápidos de división celular y generan 
diferentes tipos de células progenitoras (verde oscuro). Estos progenitores 

se denominan multipotentes o unipotentes en el sentido en que pueden 

dar origen a varias o a un Único tipo de células sanguíneas diferenciadas, 


Novertern y cols, 2011 Cell 144:296) 


El primer trasplante de médula ósea se realizó en 1959, cuando 

una paciente con leucemia terminal (mortal) fue irradiada para 
destruir sus células cancerosas. Ella fue transfundida con células de mé- 
dula Ósea de su hermana gemela; así, se evitó una respuesta inmunitaria 
y la paciente entró en remisión durante tres meses. Este comienzo pio- 
nero, que fue galardonado con el premio Nobel de Medicina en 1990 
condujo a los tratamientos actuales que pueden llevar a una pa ms 
pleta de muchos cánceres. Las células madre en la médula trasplantada 
pueden generar todos los tipos de células sanguíneas e los 
trasplantes son útiles en los pacientes con ciertas entes des s : uí- 
neas hereditarias, incluyendo muchas anemias ed 


Las células madre hematopoyéticas fueron detectadas y cuantifi- 
cadas por experimentos de trasplantes de médula ósea (Fig. 21-19). El 
primer paso en estos experimentos fue la separación de tipos diferentes 
de precursores hematopoyéticos. Esta clasificación es posible debido a 
que las células madre hematopoyéticas y cada tipo de progenitor pro- 
ducen combinaciones únicas de las proteínas de la superficie celular 
que pueden servir como marcadores específicos del tipo de célula. Si 
extractos de médula ósea son tratados con anticuerpos marcados con 
fuorocromo para estos marcadores, las células con diferentes marca- 


dores de superficie pueden separarse en un clasificador celular activa- 


do por fluorescencia (véanse las Figs. 9-2 y 9-3). Notablemente, tales 


entos de trasplante revelaron que una única HSC es suficiente 
rar el sistema sanguíneo completo de un ratón irradiado. 
plante, la célula madre ocupa la residencia en un nicho 
en la médula ósea y se divide para formar más células 
genitores de los diferentes linajes sanguíneos. 
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pao ea se m glóbulos rojos), defectos genéticos de las células 
guneas como el trastorno de la hemoglobina anemia falciforme, Y 
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ia. T imi ; . 
pia. Tanto la quimioterapia como la irradiación destruyen las células de 


médula Ósea, como así también las células cancerosas. Mi 
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FIGURA EXPERIMENTAL 21-19 Análisis funcional de las células madre 
hematopoyéticas mediante trasplante de médula ósea. Las dos cepas de 
ratones son genéticamente idénticas excepto por el gen que codifica una proteí- 
na, llamada Ly5, que se encuentra en la superficie de todas las células sanguíneas 
nucleadas, incluyendo los linfocitos T y B, los granulocitos y los monocitos. Las 
proteínas codificadas por los dos alelos del gen, Ly6.1 y Ly5.2, pueden ser detecta- 
das por anticuerpos monoclonales específicos. Un ratón receptor Ly5.2 es irradia- 
do mortalmente, luego inyectado dentro de las células madre purificadas a partir 
de una cepa Ly5.1. Debido a que a las células madre les toma sernanas O Meses 
producir células sanguíneas diferenciadas, el ratón receptor morirá a menos que 
reciba células progenitoras de médula ósea a partir de un ratón genéticamente 
idéntico (llamada células de soporte”) que producirán células sanguíneas madu- 
ras durante las primeras semanas después del trasplante. A intervalos después del 
trasplante, se toma sangre o médula ósea y se la hace reaccionar con un anticuer- 
po monoclonal azul fluorescente contra Ly5.1 y UN anucuerpo monoclonal rojo 
fluorescente contra Ly5.2. Las células sanguíneas maduras que son descendientes 
de la célula madre donante son detectadas por análisis FACS, vista aquí como cé- 
lulas que fluorescen en azul y no en rojo. Estas células pueden ser almacenadas y 
teñidas con anticuerpos fluorescentes específicos para proteinas marcadoras que 
se encuentran en diferentes tipos de células sanguíneas maduras para demostrar 
que una célula madre es en efecto pluripotente, EN el sentido que puede generar 


; ide< ¡Cortesia del Dr Chengcheng [Alec] Zhang) 
todos los tipos de células linfoides y mieloides. (Cortesia del Dr Chenacnena | ¿hang 


La frecuencia de las células hematopoyéticas es de alrededor de 1 célula 
por 10* células de la médula Ósea O hepáticas embrionarias. Durante la vida 
embriogénica, las células madre suelen dividirse simétricamente yan 
dos células madre hijas (véase la Fig. 21 -8); esto permite que el número de 


células madre se incremente con el tiempo y se produzca la gran cantidad 
se precisan para sintetizar todas las células san- 


de células progenitoras que 
di nacimiento. En los animales adultos, las células 


guíneas necesarias antes del 


madre hematopoyéticas son en Si 
estadio G, en el nicho de células madre de la médula ósea. Cuan lo se nece- 
A ás de estas células sufre división asimé- 


gran parte quiescentes, “descansando” en el 


sitan más células sanguíneas, una O M 


trica y se forma una célula madre como el progenitor y una célula de pro- 
liferación rápida que genera los progenitores ilustrados en la Figura 21-18. 
Probablemente usted ya haya notado que todos los reguladores mo- 
leculares de las células madre son proteínas familiares (véanse los Caps. 
15 y 16) en lugar de ser reguladores específicos que se especializan en el 
control de la célula madre. Cada tipo de señal se utiliza repetidamen- 
te para controlar los destinos celulares y el desarrollo. Estos sistemas de 
señalización son ancestrales, de al menos quinientos millones de años 
de antigiedad y para los cuales han surgido nuevos usos Como células, 
tejidos, órganos, y animales que han evolucionado nuevas variaciones. 


Los meristemos son nichos para las células madre 
en las plantas 


Al igual que en sus contrapartidas (los animales multicelulares), la 

producción de todos los tejidos y órganos en las plantas se basa en 
pequeñas poblaciones de células madre. Como las células madre anima- 
les, estas células madre están definidas por su capacidad para sufrir au- 
torrenovación y también para atravesar la división asimétrica a fin de 
generar células hijas que produzcan tejidos diferenciados. Las células 
madre vegetales residen en microambientes especializados, los nichos de 
célula madre, donde las señales extracelulares son producidas para man- 
tener a las células madre en un estado multipotente. Pero puesto que las 
señales que pasan entre las células madre y las de sostén son muy dife- 
rentes en estos dos reinos, las células madre y los nichos en las plantas y 
los animales probablemente evolucionaron por caminos distintos. 

Las células madre vegetales se localizan en nichos denominados 
meristemos, que pueden persistir durante miles de años en especies de 
larga vida, como los pinos de conos erizados. El cuerpo axial de la plan- 
ta está definido por dos meristemos primarios que se establecen duran- 
te la embriogénesis, el meristemo apical del brote y el meristemo apical de 
la raíz. Al contrario de los animales, muy pocos tejidos u Órganos son 
específicos durante la embriogénesis vegetal. En su lugar, los órganos 
como las hojas, las flores e incluso las células germinales se generan 
continuamente a medida que la planta crece y se desarrolla. La parte de 
la planta que se encuentra por encima del suelo deriva de los meriste- 
mos del brote y la parte por debajo del suelo lo hace de los meristemos 
apicales de la raíz. La identidad de célula madre es mantenida por la 
posición celular, en lugar de por el linaje, y las señales intercelulares 
como las hormonas, los péptidos de señalización móvil y los miRNA. 

Las células madre pluripotentes de división lenta se localizan en el ápi- 
ce del meristemo apical del brote, con más células hijas multipotentes de 
división rápida de “amplificación transitoria” sobre la periferia. Los des- 
cendientes de las células madre del brote están dispuestos en la periferia 
del meristemo y se reclutan para formar primordios de Órganos nuevos, 
incluyendo hojas y tallos. La división cesa a medida que todas las células 
adquieren características de tipos celulares específicos, y la mayoría del cre- 
cimiento de órganos se produce por la expansión y la elongación celular. 
Se pueden formar nuevos nichos de células madre del brote en las axilas de 
los primordios foliares, que luego crecen para formar ramas laterales (Fig. 
21-20). A su vez, los meristemos florales dan origen a los cuatro Órganos 
florales (sépalos, estambres, carpelos y pétalos) que forman las flores. A 
diferencia de los meristemos apicales del brote, los meristemos forales 
gradualmente se vacían a medida que dan lugar a los órganos florales. 

Los genes necesarios para la identidad, el mantenimiento y la diferen- 
ciación celular de la célula madre han sido definidos por búsquedas genéti- 
cas para mutantes que presenten meristemos más grandes, más pequeños o 
sin reposición, y más recientemente, mediante perfiles de expresión génica 
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FIGURA 21-20 Estructura física y redes reguladoras en los meristemos 
apical del brote de Arabidopsis. El meristemo apical del brote reproductivo 
produce brotes, hojas y más meristemo. La producción floral se produce cuando 
el meristemo cambia desde la producción de hoja/brote a la producción 

floral, acompañada por un incremento en la cantidad de células de meristemo 
que forman los meristemos florales, como se muestra aquí. (a) Imágenes 
tridimensionales de meristemos de brote y meristemos florales basadas en la 
reconstrucción de imágenes confocales. Las regiones clave de los meristemos 
están marcadas en colores: rojo para las células madre, violeta para las células 

de soporte que producen las señales de mantenimiento de célula madre y 
amarillo para el meristemo marginal. (b) Sección transversal a través del ápice del 
meristemo y que muestra la expresión de CLV3 en las células madre (rojo) y la 
expresión de WUS en las células de soporte (violeta). Las células madre producen 
hijas por división asimétrica en la dirección de las flechas. (c) La proteína CLV3 
secretada (esferas rojas) reprime la transcripción de WUS en las células de soporte; 
el receptor CLV1 y las proteínas asociadas están marcadas. (Parte 1] de Rober Sablowsk 


2011, Curr. Opin Plant Bra! 14,4, parte [b] y lc] de Ben Scheres, 2007, Nat Rev Ao! Cell Biol 8 345) 


de poblaciones de células de meristemo aislados. Un determinante del me- 
ristemo apical del brote es un gen de factor de transcripción homeodomi- 
nio llamado WUSCHEL (WUS). WUS es necesario para el mantenimiento 
de la población de células madre, pero se expresa en las células de soporte 
que subyacen a las células madre, lo cual sugiere que estas células son análo- 
gas a un nicho de células madre en los animales metazoos (Fig. 21-20b). El 
WUS estimula la expresión de CLAVATA3 (CLV3) en las células madre. El 
CLV3 codifica un péptido secretado pequeño que a su vez se une al receptor 
CLV 1 sobre las células de soporte y regula negativamente la expresión de 
wUS. Así, una retroalimentación negativa entre WUS y CIV3 mantiene el 
de la población de células madre (Fig. 21-20c). Otras señales, como 
a vegetal citocinina, también son importantes en la regulación 
de WUS. El mantenimiento y la función del meristemo api- 
n muchos aspectos conceptualmente similares, aunque 
y las hormonas involucradas son distintos. 


tamaño 
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Meristemo del nervio 


Las plantas tienen una capacidad apenaamis pana regenera. 
ción. El jardinero hogareño estara familiarizado con la capacidad de 
los cortes de hoja o tallo de formar raíces COn pocos alicientes más allá 
de un vaso de agua y una ventana soleada. Los nn realizados 
a mediados del siglo pasado demostraron que células únicas aisladas a 
partir de raíces de zanahoria pueden regenerar plantas enteras cuan. 
do son colocadas sobre un medio que contenga la mezcla adecuada 
de nutrientes y hormonas. Desd A 
citada a menudo entre las células vegetales y animales era que todas las 
células vegetales son totipotentes. Sin embargo, con la capacidad para 
generar células ¡PS a partir de las células animales diferenciadas y más 
recientemente el análisis cuidadoso de las células que contribuyen a la 
al, se sugiere que el tejido regenerado surge a partir 
células madre en lugar de a través de 
a distinción se torna borrosa. M 


e entonces, una diferencia principa] 


regeneración veget 
de poblaciones preexistentes de 
un proceso de desdiferenciación, y est 


CONCEPTOS CLAVES de la Sección 21.2 


Células madre y nichos en organismos 
multicelulares 


* Las células madre son multipotentes e indiferenciadas; pueden sufrir 
una autorrenovación tal que sus cantidades permanezcan constantes 
o se incrementen en el transcurso del tiempo de vida del organismo. 


* Las células madre multipotentes se forman en nichos o microambien- 
tes que proporcionan señales para mantener una población de células 
madre no diferenciadas. El nicho debe mantener las células madre sin 
permitir su proliferación en exceso y debe bloquear la diferenciación. 


+ Las células madre evitan diferenciarse mediante controles específicos 
que funcionan en el nicho. Concentraciones altas de B-catenina, un com- 
ponente de la vía Wnt, han sido implicadas en la preservación de células 
madre en la línea germinal y en el intestino al dirigir la células hacia la 
división por autorrenovación en lugar de hacia estados diferenciados. 


* Las células de la línea germinal originan los óvulos o los espermato- 
zoides. Por definición, todas las otras células son somáticas. 


* En las gónadas del gusano y la mosca, una o unas pocas células for- 
man el nicho de células madre y envían señales directamente a las célu- 
las madre adyacentes. Las células hijas que no pueden contactar las cé- 


lulas de nicho sufren proliferación y diferenciación para formar células 
germinales (véanse las Figs. 21-9 y 21-10). 


* Las poblaciones de células madre asociadas con el epitelio intestinal, el 
cerebro y muchos otros tejidos regeneran célul 
que están dañadas, desgastadas o que env 
11, 21-15 y 21-18). 


as tisulares diferenciadas 
ejecieron (véanse las Figs. 21- 


* Las células madre intestinales residen e 


n la base de las criptas intesti- 
nales, adyacentes a las células de P 


aneth, que forman parte del nicho y 
están marcadas por la expresión del receptor Lgr5 
* Las células madre ne 


urales se encuentran en la zona subventricular 
del cerebro tanto durar 


rte el desarrollo como en la edad adulta y gene- 
ran tanto células nerviosas como gliales (véase la Fig. 21-17) 


E a ) ) 
; n ñ linaje de las células sanguíneas, se forman y proliferan diversos 
ipos de pre ; a : 

p precursores bajo el control de citocinas diferentes (véase la FIg- 


21-18). Es j : : : 
). Esto permite al cuerpo inducir específicamente el reabastecl- 
miento de algunos, o todos, los tipos necesarios 


« Las células madre vegetales persisten durante la vida de la planta en 
. a: pre A E A a a 
el meristemo. Las células del meristemo pueden originar un 


E z a amplia 
variedad de tipos de células y estructuras (véase la Fig. 21-10) 


21.3 Mecanismos de polaridad celular y 
división celular asimétrica 


Ya hemos analizado la importancia de la división asimétrica en la gene- 
ración de la diversidad celular durante el desarrollo y también cuando 
las células madre se dividen para originar una célula madre y una célula 
diferenciada. ¿Qué mecanismos subyacen la capacidad de las células 
para tornarse asimétricas antes de la división celular para dar origen a 
las células con distintos destinos? La asimetría celular es un concepto 
mencionado antes, con el nombre de polaridad celular; por lo tanto, 
primero revisaremos lo que significa para una célula estar polarizada. 
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FIGURA 20-21 Características generales de la polaridad celular y la 
división celular asimétrica. (2) La polaridad celular requiere determinantes 
específicos, incluyendo mRNA, proteína A srl 
asimétricamente en una célula. Si el huso mitótico se posiciona de manera tal 
que estos determinantes sean segregados d 


E E E ll tes 
células hijas tendrán diferentes determinan ad A 
siel huso mitótico no está orientado adecuadamente, los determinantes no se 


segregarán correctamente y las células hijas podrían a SS desire 
(no se muestra). (b) Jerarquía general de los pasos en la geneeción de su 18 

célula polarizada. Para conocer en qué orientación se polariza, las células se 
expondrán a una señal espacial (E). Las células necesitan tener receptores u 


s y lípidos, para ser localizados 


urante la división celular, las dos 
de destino celular. Sin embargo, 


La polaridad celular (capacidad de las células para organizar sus 
estructuras internas, lo que da como resultado cambios en la forma 
celular y regiones de la membrana plasmática con composiciones pro- 
teicas y lipídicas diferentes) se ha analizado en diversos capítulos. Por 
ejemplo, hemos analizado cómo las células epiteliales polarizadas tie- 
nen un dominio apical con microvellosidades abundantes separadas 
del dominio basolateral por uniones estrechas (véanse las Figs. 17-1 
y 20-9). Para funcionar en el transporte epitelial, se requiere que estas 
células tengan diferentes proteínas transportadoras en las membranas 
apical y basolateral (Fig. 11-30). Como se indicó antes, nO solo las cé- 
lulas epiteliales sino esencialmente todas las células en el cuerpo están 
polarizadas para proporcionar sus funciones fisiológicas. Si una célula 
polarizada se divide y da origen a dos células hijas diferentes, se dice 
que han atravesado división celular asimétrica (Fig. 21-21a). Así, el 
establecimiento de la polaridad celular es una parte integral para lograr 
la división celular asimétrica (una célula debe tornarse polarizada antes 
de dividirse para poder originar dos células hijas diferentes). 
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otros mecanismos para medir la señal (E). Después de detectar la señal, las 
vías de transducción de serial (Ed) regulan el citoesqueleto (microtúbulos y 
microfilarmentos, dependiendo del sisterna) para reconocerlos de la manera 
polarizada adecuada (EJ). El cnoesqueleto polarizado proporciona el marco 
para el transporte del trafico de membrana de orgánulos y complejos 
macrornoleculares, incluyendo determinantes del destino y de la polaridad, en 
la célula (EJ). En muchos casos, la polaridad está reforzada por el retorno de los 
determinantes de polaridad que se han movido desde el sitio de polarización. 
En casos donde los determinantes son proteínas de membrana, este ciclo de 
refuerzo involucra la captación por endocitosis y la distribución a los sitios de 
polarización (EJ). 
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La polarización celular y la asimetría antes de la 
división celular siguen una jerarquía común 


La polarización de una célula, si se polariza con o sin división celular, 
sigue un patrón general, esquematizado en la Figura 21-21b. Para po- 
der saber en qué dirección se polariza o se torna asimétrica, una célula 
debe disponer de señales específicas que le proporcionen información 
espacial (paso Ed). Como veremos, tales señales pueden ser factores so- 
lubles localizados o señales de otras células o de la matriz extracelular. 
Para ser receptivas a estas señales, las células tienen receptores adecua- 
dos sobre sus superficies u otra maquinaria para percibir las señales 
(paso EJ). Una vez que se han detectados las señales, la célula tiene que 
responder adecuadamente mediante procesamiento de la señal entran- 
te en información espacial a fin de definir la orientación de la polari- 
dad (paso EJ). En general, el siguiente paso involucra la reorganización 
local de los elementos del citoesqueleto, en especial microfilamentos y 
microtúbulos (paso Ed). Ahora que la célula tiene asimetría estructural, 
los motores moleculares dirigen el tránsito de los factores de polaridad 
que, dependiendo del sistema, pueden ser proteínas citoplasmáticas o 
proteínas de membrana sintetizadas por la vía secretora hasta sus loca- 
lizaciones adecuadas (paso BB). Como veremos, en el caso de muchas 
células polarizadas, la polaridad a menudo puede ser reforzada o man- 
tenida a través de la concentración de los determinantes de polaridad 
mediante el movimiento de ellos desde sitios de menor concentración 
de regreso al sitio polarizado (paso Bd). 

En la siguiente sección, analizaremos una única célula que exhibe 
asimetría (una célula de levadura durante el apareamiento). En las úl- 
timas secciones, regresaremos a las células animales, en las cuales las 
proteínas de polaridad conservada son instrumentales en la interpreta- 
ción de las señales de polaridad y en la generación de asimetría celular 
antes de la división celular. Luego se describirá cómo estas proteínas de 
la polaridad son utilizadas para polarizar células epiteliales; por último, 
se analizarán aspectos de la división asimétrica en las células madre. 


El tráfico de la membrana polarizada permite a 
las levaduras crecer asimétricamente durante el 
apareamiento 


Una de las formas más simples y mejor estudiadas de la asimetría celu- 
lar se produce cuando las células de levadura de gemación se aparean 
(véase la Fig. 16-23). Las levaduras pueden existir en un estado haploi- 
de (una copia única de cada cromosoma) o diploide (dos copias de 
cada cromosoma). El estado haploide puede existir en cualquiera de los 
dos tipos de apareamiento (“sexos”), denominados a o (2. El estado pre- 
ferido de la levadura en la naturaleza es el diploide; por ende, las células 
a siempre buscan aparearse con células O. para restaurar dicho estado. 
Cada tipo de célula haploide secreta una feromona de apareamiento 
específica (las células a secretan el factor a y las células O, secretan el 
factor Q£) y cada una expresa sobre su superficie un receptor que mide 
la feromona del tipo de apareamiento opuesto. Por lo tanto, las células 
a tienen un receptor para el factor Oz y las células dr tienen un receptor 
para el factor a. Cuando se colocan células de tipo de apareamiento 
opuesto cerca una de otra, los receptores de cada tipo celular unen y 
detectan la señal de feromona de la otra célula y determinan su concen- 
tración espacialmente más elevada para poder conocer en qué direc- 
ción aparearse. Cuando las células detectan el factor de apareamiento 
opuesto, ocurren dos procesos importantes, Primero, sincronizan sus 
ciclos celulares al detenerse en G, de manera tal que, cuando ellas se 
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haploides se encuentren en la misma etapa 


aparean, los dos genomas ue | 
: n el crecimiento celular en la direc. 


del ciclo celular. Segundo, dirige 


es , > ) 
ción de la feromona para ensambl ' ds 
> (caricatura con forma de bolo). Si las células de 


ar una proyección de apareamiento 


denominada “shmoo 


tipo de apareamiento O | | á | 
mos shmoo y luego se juntarán los núcleos haploides 


para restaurar el estado diploide. En condiciones de abundancia de nu- 
trientes, proliferan las células de levadura diploides. Sin embargo, en 
anición, sufrirán meiosis para formar las esporas ha- 
ploides resistentes al estrés. Cuando los nutrientes retornan, las esporas 
germinan y las células haploides proliferativas pueden crecer y luego 


puesto con esta prolongación se tocan, se fusio- 


narán en los extre 
condiciones de in 


aparearse para restaurar el estado diploide. | 
Al buscar mutantes de haploides de levadura que no pueden for- 


mar esa proyección shmoo en respuesta a la feromona de apareamien- 
to opuesto, los investigadores identificaron cómo es necesario el creci- 
miento asimétrico para que se produzca la formación de shmoo (Fig. 
21-22). Como era de prever, este mecanismo inicialmente involucra 
una vía de transducción de señal que establece un citoesqueleto po- 
larizado que, a su vez, guía el tráfico de membrana hacia la ubicación 
apropiada para el crecimiento asimétrico. La activación del receptor 
del factor de apareamiento (una proteína G típica-acoplada a receptor) 
(véase la Fig. 15-15) resulta en la acumulación y la activación localiza- 
da de la pequeña GTPasa Cdc42 en la región del citoplasma cercana a 
la fuente de feromona (Fig. 21-22, paso HB). Como se describió en el 
Capítulo 17, pequeñas GTPasas de la familia Rho, de la cual la Cdc43 
es un miembro, regula el ensamblaje del citoesqueleto de actina (véan- 
se las Figs. 17-42 y 17-43). Esta GTPasa existe como la forma inactiva 
Cdc42-GDP y puede ser activada por un factor específico de intercam- 
bio de nucleótido de guanina (GEF) a la forma activa Gdc42-GTP. En 
la forma activa, se une y activa las moléculas efectoras. Durante el apa- 
reamiento, la activación del receptor lleva al reclutamiento localizado 
y a la activación del GEF para la Cdc42, y proporciona así Cdc42-GTP 
activa localizada. Esta Gdc42-GTP lleva a la activación local de una 
proteína formina (paso 3). Como hemos analizado en el Capítulo 17, 
las proteínas forminas nuclean el ensamblaje de filamentos de actina 
polarizados, con el extremo (+) del filamento que permanece unido 
a la formina (véase la Fig. 17-13). Esto proporciona las pistas para el 
transporte de vesículas secretoras por un motor de miosina V en los 
extremos (+) de los filamentos para el crecimiento localizado y, por 


ende, la formación de las shmoo (paso Ed). Nótese que este mecanismo 
requiere la acumulación de proteínas de 
a la Cdc42-GTP, y que permanezc 
en crecimiento. Para asegurar que 


polaridad, las cuales incluyen 
an concentradas en la punta shmoo 
im esta polaridad se mantenga durante 
el crecimiento shmoo, se cree que existe un ciclo endocítico dirigido. 
En este ciclo, la Cdc42 que se ha difundido y se mueve alejándose del 
sitio de polarización es internalizada por endocitosis y rats de 
regreso al extremo shmoo, lo cua] refuerza así la polaridad (paso EJ). 


Las proteínas Par diri 


gen la asimetría celular 
e en el 
embrión nematodo 


El gusano nematodo, Caenorhabditis elegans, ha proporcionado un 

poderoso sistema modelo para comprender el des . le da o mn 

por la cual se lo seleccionó para estudio es que el da Le la 

rente, tiene un ciclo de vida rápido, le O: el linaje de 

las células desde el embrión de una única célula h t e E Eos 59 
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FIGURA 21-22 Mecanismos de formación de las prolongaciones shmoo 
en levaduras. (a) La célula de levadura haploide necesita Crecer en dirección 
de la mayor concentración de factor de apareamiento, de manera tal que tiene 
un receptor sobre su superficie que le indica a la célula la dirección de mayor 
concentración. Esta señal induce la localización y activación de la pequeña 
GTPasa, Cdc42, para generar una concentración de Cdc42-GTP en este sitio 

(ED). La GTP Cdca42 activa localmente una formina hasta nuclear y elongar los 
filamentos de actina a partir de este sitio (EJ). Debido a que las forminas se unen 
al exuemo (+) de los hlamentos de actina, este extremo está orientado hacia el 
Cdc42-GTP y hacia la mayor concentración del factor de apareamiento. Un motor 
de miosina V transporta vesículas secretoras a lo largo del hlamento de actina, lo 
que da como resultado el crecimiento de los shmoo (EJ). La polaridad del shmoo 
está reforzada por un ciclo endocítico que constantemente retorna los factores 
de polaridad que se difunden, como Cdc42, a lo largo de los flamentos de actina 
hasta el sitio de polarización (BJ). (b) Imagen por microscopia óptica DIC de una 
célula de levadura formando un shmoo 


(De http //commans wikimedia org/vaki/File Shmoo_yeast_S_cerevisiao pa) 


este linaje es la primera división celular, donde la célula PO (el huevo 
fecundado, o cigoto) da origen a las células AB y P1 mediante una di- 
visión celular asimétrica, y cada una de estas células origina diferentes 
linajes. Se conoce mucho acerca de esta primera división asimétrica, 
en la cual nos fijaremos. 

Antes de la primera división celular, el cigoto es asimétricamen- 
te visible: los complejos citoplasmáticos llamados gránulos P están 
concentrados en el extremo posterior de la célula (Figs. 21-23b). Re- 
sulta que, durante las siguientes divisiones celulares, estos gránulos 
P siempre se concentran en células que finalmente se convertirán 
en linea germinal, donde en última instancia cumplen una función 
importante en el desarrollo de la línea germinal. Como se mencio- 
nó antes, la primera división asimétrica de la célula PO origina la 
célula P1 y la célula AB más grande. A continuación, en la etapa 
de dos células, los husos mitóticos están dispuestos en ángulos rec- 
tos entre sí de manera tal que las consiguientes divisiones celulares 
también están en ángulos rectos entre si (Fig. 21-244). Para comen- 
zar a comprender cómo se produce esta primera división asimétrica 
esencial, se identificaron mutaciones en seis genes diferentes que 
dan como resultado una primera división simétrica. Puesto que los 
gránulos P no se particionan de manera correcta en estos mutantes, 
los genes identificados en este estudio se denominaron partición 
defectuosa, O genes par. En estos mutantes, los granulos P no se 
localizan adecuadamente en preparaciones para la segunda división 
(Fig. 21-244). Un indicio clave provino cuando se localizaron los 
productos de los genes par, llamados las proternas Par. En los cigo- 
tos de tipo silvestre, muchas de las proteinas Par se localizaban va 
sea en la corteza de la mitad anterior de la celula o en la corteza de 
la mitad posterior. Por ejemplo, Par3 (como parte de un complejo 
más grande, comprende Par3, Paró6 y aPKC [una proteína cinasa C 
atipica]) localizada anteriormente, mientras que Par? y Parl se lo- 
calizan en la parte posterior (Fig. 21-24b). Un trabajo posterior ha 
demostrado que existen imteracciones antagonistas entre estos com- 
plejos proteicos; es decir, sí el complejo Par3, Par6, aPKC se localiza 
en una región, se excluye a Par2 y viceversa. Esto se demuestra por 
el hallazgo de que el complejo Par3, Par6, aPKC se disemina sobre 
toda la corteza en los mutantes par3 o par6. La naturaleza molecular 
de este antagonismo no se comprende por completo, pero parte de 
esta es mediada por la proteincinasa aPKC, que fosforila a Par2 


E ES para 
inhibir su capacidad de unirse a la corteza anterior. 
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2) VIDEO: Imágenes time-lapse de la embriogénesis de C. elegans 


(a) 


— 
AB 

Neuronas 

Hipodermis 

Músculo faríngeo , 

Músculo corporal 

Otros Músculo corporal 

Musculo faríngeo 


P1 


EMS 


Intestino 


Hipodermis 
Musculo corporal 


Neuronas 

Glándulas Neuronas 
Gónadas somáticas 17 DJ 

Otros Células germinales Músculo corporal 


(b) 


(c) 
AN PO a 


Faringe 


h ld hh 
Epidermis 


d hh h h 


FIGURA 21-23 Linaje celular en el gusano nematodo C. elegans. (a) 
Patrón de las primeras pocas divisiones, comenzando con PO (el cigoto) y 
llegando a la formación de las seis células fundadoras (resaltadas en amarillo). 
La primera división se denomina así porque da origen a la mayoría del 
endodermo y el mesodermo. El linaje P4 da origen a las células de la línea 


Tubulina Gránulos P 


FIGURA EXPERIMENTAL 21-24 Las proteínas Par se localizan 
asimétricamente en el embrión de gusano de una célula. (a) Imágenes 
DIC de embriones de tipo silvestre y mutante par3. Nótese que, en las células 
de tipo silvestre, la célula AB es más grande que la célula P1, mientras que 
son del mismo tamaño en el mutante par3. El mutante par3 también tiene 
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germinal. (b) Microfotografías de embriones de dos, cuatro y ocho células 

con DNA teñido en azul, la envoltura nuclear en rojo y gránulos P en verde. Se 
indican las células P1, P2 y P3, que darán origen a la línea germinal. (c) El linaje 
completo del cuerpo entero del gusano, que muestra algunos de los tejidos 
formados. (Parte [b] de Susan Strome y Dustin Updlike.) 
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1) VIDEO: Dinámicas de la miosina Il-GFP en un embrión de C. elegans a partir de la meiosis II t 


FIGURA 21-25 Mecanismos de segregación del complejo Par anterior 
en un embrión de gusano de una célula. (a) Antes de la fecundación, la 
corteza celular está bajo tensión debido a la actividad de Rho-GEF, el factor 

de intercambio para la pequeña GTPasa, Rho, Rho-GTP activa a Rho cinasa, 

que fosforila la cadena ligera reguladora de la miosina Il para activarla. 

Junto con los filamentos de actina, la miosina Il activa mantiene tensión en 

la corteza celular. (b) La localización de la miosina ll antes (parte superior) y 
después de la fecundación (parte inferior). El asterisco marca la región de 
entrada del espermatozoide. (c) Antes de la fecundación, a medida que 

el Rho-GEF se activa uniformemente, la corteza está bajo tensión a partir 

de la miosina || activa, y el complejo Par anterior (Par3/Par6/aPKC) está 
distribuido uniformemente alrededor de la corteza. Con la fecundación del 
espermatozoide, el Rho-GEF se reduce localmente, de manera tal que la actina- 
miosina II se contrae hacia el futuro extremo anterior, moviendo el complejo 
anterior Par con él. Una vez que el complejo anterior está localizado, los 
factores tales como Par2 se asocian con la corteza celular posterior. (Parte (b] de £ 
Munro y cols, 2004, Dev. Cell 7:413-424; recuadro [c] modificado de D. St Johnston y J. Ahringer, 2010, Cell 


141:757-774) 
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¿Qué define la orientación de la asimetría en el embrión de una 
célula? Resulta que la asimetría está definida por el sitio de entrada 
del espermatozoide, que se convierte en el extremo posterior. Antes 
de la entrada del espermatozoide, la corteza completa del huevo se 
encuentra bajo tensión proporcionada por una red de actina que con- 
tiene miosina Il activa (Fig. 21-25). Como se analizó en el Capítulo 
17, la miosina II puede formar filamentos bipolares que tiran de los 
filamentos de actina para generar tensión, como también se observa 
en el músculo y el anillo contráctil. La actividad de la miosina Il está 
regulada por una vía de transducción de señales que involucra la pe- 
queña GTPasa Rho (véase la Fig. 17-42). En el huevo no fecundado, 
Rho se mantiene en su estado activo Rho-GTP mediante la distribu- 
ción uniforme de su activador, el factor de intercambio de nucleótido 
Rho-GEF Rho-GTP activa la cinasa Rho, que fosforila la cadena lige- 
ra de la miosina 11 para activarla (Fig. 21-25a). La entrada del esper- 


ce la pérdida local de Rho-GER, necesaria para man- 
l espermatozoide define la 


r Rho-GEF, lo que 
on esta reducción 


matozoide produ 
tener a Rho activa. Por ende, la entrada de 
región posterior mediante el agotamiento del facto 
de esta manera disminuye la miosina 11 activa. C 
local en la actividad contráctil, la red de actomiosina se contrae hacia 
la parte anterior (Fig. 21-25b) y, a medida que realiza esto, arrastra 
(de una forma desconocida) el complejo anterior que contiene Par3, 
Par6 y aPKC hacia ese extremo (Fig. 21-25c). Con la eliminación del 


complejo anterior, Par2 ahora puede ocupar la corteza posterior y se 


establece la asimetría celular. 
Resulta que otro componente, 
la asimetría inicial inducida por la contracción act 
activa de esta GTPasa, la Cdc42-GTP, une Paró6 y es necesaria para el 
mantenimiento del complejo en el extremo anterior, aunque el me- 
canismo para esta localización aún no está claro. Un trabajo reciente 
también ha implicado un ciclo de refuerzo endocítico, como el ana- 
lizado para la formación de la prolongación shmoo de levadura, para 
mantener la polaridad. Por lo tanto, los pasos para responder a una 
señal, establecer la asimetría y mantenerla son características conserva- 
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Las proteínas Par y otros complejos de polaridad 
están involucrados en la polaridad de la célula 
epitelial 
En los invertebrados, las células epiteliales polarizadas utilizan señales 
de células adyacentes y de la matriz extracelular para orientar sus ejes 
de polarización. El proceso de polarización es bastante similar en las 
células epiteliales de los vertebrados y la mosca de la fruta Drosophila 
melanogaster. Gran parte de nuestro conocimiento proviene del siste- 
ma de la mosca debido a la facilidad con que se pueden aislar y analizar 
los mutantes. 

Las búsquedas genéticas en la mosca han descubierto múltiples 
genes necesarios para la generación de polaridad celular epitelial. El 
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FIGURA 21-26 El establecimiento de la polaridad en las células 
epiteliales. (a) La determinación de la polaridad en las células epiteliales 
también es conducida por el complejo Par apical. Las interacciones 
antagonistas e intrincadas del complejo Par con el complejo basal Scribble 
y el complejo Crumbs apical conducen al establecimiento y mantenimiento 
de la polaridad de célula epitelial. La localización de diferentes complejos 
en los dominios de membrana está indicada por las barras coloreadas, con 
el complejo Scribble en asociación con la membrana lateral, el complejo 


análisis de los fenotipos de los mutantes y las proteínas codificadas por 
estos genes ha identificado tres grupos principales de proteínas: el com- 
plejo de Par3, Par6 y aPKC (en este sistema conocido como complejo 
Par apical), los complejos Crumbs y el complejo Scrible. Por análisis 
extensivo de los efectos de estos complejos el uno sobre el otro cuando 
faltan los componentes individuales, se ha logrado una interpretación 
general de sus contribuciones a la polarización de la célula epitelial, 
aunque una comprensión molecular detallada aún está en progreso 
(Fig. 21-26a). 

El primer paso conocido en la polarización de la célula epitelial es 
la interacción entre células adyacentes, que en las células de vertebrado 
es a través de la nectina, una molécula de adhesión celular en la super- 
familia de Ig, y una proteína de unión llamada JAM-A. Estas interaccio- 
nes indican a las células reclutar el complejo Par y ensamblar uniones 
estrechas y de adherencia (véase la Fig. 20-1). El complejo Crumbs es 
reclutado de forma más apical que el complejo Par, y el complejo Scrib- 
ble define la superficie basolateral. En ausencia del complejo Par, las 
células no pueden polarizarse, y es, como en el embrión de nematodo, 
el regulador maestro de la polaridad celular. En ausencia del complejo 
Scribble, el dominio apical se expande en gran medida, mientras que 
en ausencia de Crumbs, se reduce en gran medida. Esto ha llevado a la 
idea de que existen relaciones antagónicas entre estos complejos, con 
el complejo Crumbs apical que antagoniza con el complejo Scribble 
basolateral (véase la Fig. 21-264). Así como en el caso del embrión de 
gusano, la asimetría está mediada por los complejos que funcionan an- 
tagónicamente uno con otro. 

En una manera que se comprende solo parcialmente, esta dis- 
posición de proteínas de polaridad reorganiza el citoesqueleto, con 
organizaciones distintivas de los microfilamentos que constituyen 
las membranas apical y basolateral. Los microtúbulos son más bien 
inusuales en su distribución, con microtúbulos laterales que orien- 
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Par apical con la región en las uniones celulares y el complejo Crumbs 
inmediatamente apical al complejo Par. La polaridad epitelial funcional es 
mantenida tanto por (b) un citoesqueleto polarizado como por (c) las vías 

de tráfico de membrana. En la vía biosintética, las proteínas y los lípidos 
destinados para los dominios basolateral y apical se almacenan en el complejo 
de Golgi y son transportadas a sus respectivas superficies (fechas rojas). Las 
vías endocíticas (flechas azules) regulan la abundancia de proteínas y lípidos 
sobre cada superficie y las clasifica entre superficies por transcitosis. 


tan sus extremos (-) hacia el dominio apical y otros que corren 
perpendicular a los microtúbulos laterales debajo de las microve- 
llosidades y también a lo largo de la base de la célula (Fig. 21-26b); 
se desconoce cómo se establecen estos ordenamientos. El tráfico de 
membrana también está polarizado (Fig. 21-26c). Las proteínas de 
membrana recién sintetizadas destinadas a las membranas apicales 
y basolateral son clasificadas y empaquetadas en diferentes vesícu- 
las de transporte en la red trans-Golgi (TGN) y luego, transporta- 
das hacia la superficie apropiada. Además, las vías endocíticas tan- 
to de las superficies basolateral como apical transportan proteínas 
mal clasificadas utilizando un conjunto complejo de endosomas de 
clasificación. 

En las búsquedas genéticas para componentes adicionales im- 
portantes para la polaridad celular epitelial en la mosca, se encon- 
traron componentes del tráfico de endocitosis. Por ejemplo, uno de 
tales mutantes afecta el tráfico de la proteína transmembrana apical 
Crumbs, de manera tal que cuando la endositosis está comprometi- 
da, la concentración de Crumbs sobre la superficie se eleva y el do- 
minio apical se expande. Por lo tanto, la polaridad epitelial involucra 
la respuesta a señales espaciales y la reorganización del citoesqueleto 
que proporciona un marco tanto para la vía secretora como para el 
tráfico de membrana endocítico a fin de establecer y mantener el 
estado de polaridad. 


La vía de polaridad celular plana orienta las células 
dentro del epitelio 
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FIGURA EXPERIMENTAL 21-27 La polaridad celular plana (PCP) 

determina la orientación de las células (a) Sobre el ala de la mosca, Cada 
célula produce un pelo que apunta en la misma dirección. La dire: cionalidad 
está determinada por la localización asimétrica de los componentes de la via 


CPC, como lo indican Frizzled, Dishevelled, Flamingo y 
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como las escamas en los peces, las plumas de las aves o los pelos en 
su brazo, está claro que los grupos de células que dan origen a estas 
estructuras deben estar organizados en un esquema de adelante ha- 
cia atrás, además de arriba hacia abajo. Este tipo de polaridad se de- 
nomina polaridad celular plana (PCP). Un ejemplo bien estudiado a 
partir de la mosca es el único pelo que apunta hacia atrás sobre cada 
célula del ala de la mosca (Fig. 21-27a). Como hemos visto, la mosca 
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FIGURA 21-28 Dos formas en que se pueden inducir a las células 
madre a dividirse asimétricamente. (3) En respuesta a una señal externa, 
la Célula se polariza y los determinantes del destino (puntos rojos) comienzan 
a segregarse en la división celular, y dejan uma celula madre y una célula 
diferenciada. (b) Las células madre que interactúan en un nicho de células 
madre (objeto rojo curvo) orientan sus husos mitóticos para dar origen a una 
célula madre asociada con el nicho y a una célula diferenciada distante de él 


(Des JM 


) Mornson y J Kimble, 2006, Nature 441:1068-1074) 


constituye un sistema particularmente dócil a la disección genética. 
Este análisis ha demostrado que cada célula responde a la dirección 
plana de su vecina, y se han identificado los componentes que afectan 
específicamente la PCP. Es probable que la polaridad plana general de 
un epitelio esté determinada por un gradiente de algunos ligandos. 
Este gradiente polariza todas las células en el epitelio de la misma 
manera con una clase de proteínas, por ejemplo aquellas codificadas 
por los genes Frizzled y Dishevelled, a uno de los lados de cada célula 
y un segundo grupo, por ejemplo aquellos codificados por los genes 
Flamingo y Strabismus, por el otro (Fig. 21-27a). Cuando los com- 
ponentes de la vía PCP se interrumpen, por ejemplo en un mutante 
Dishevelled, el epitelio está perfectamente intacto, pero los pelos están 
mal orientados (Fig. 21-27b). 

El ordenamiento complementario de los componentes PCP signi- 
fica que la proteína de membrana Strabismus sobre el lado de una cé- 
lula estará adyacente a la proteína Frizzled sobre la célula adyacente; 
en efecto, estas dos proteínas interactúan, y esta interacción es proba- 
blemente la más importante en la coordinación de la PCP a través de 
un epitelio. Esta distribución asimétrica del cableado de proteínas de 
la PCP conduce, en un esquema desconocido, el crecimiento del pelo 
con la orientación adecuada. Aunque hemos encontrado a Frizzled 
como un receptor transmembrana y a Dishevelled como una proteína 
adaptadora en el contexto de la vía Wnt (véase la Fig. 16-30), sus fun- 
ciones en la vía de la polaridad celular plana no parecen involucrar a 
Wnt pero sí a otros ligandos. 

Otro ejemplo claro de la polaridad celular plana es el de las célu- 
las ciliadas sensoriales del oído interno que le permiten a usted per- 
cibir los sonidos. Estas células tienen una disposición ordenada de 
estereocilios en un patrón con forma de V, y cada célula se orienta de 
manera precisa como su vecina. En un ratón con un defecto en el gen 
de la polaridad celular Crash (el homólogo de vertebrado de Flamingo 
en la mosca), la disposición ordenada de los estereocilios dentro de 
cualquier célula dada está preservada, pero las orientaciones relativas 
de las células unas respecto de otras están interrumpidas (Fig. 21- 
27c), y estos tipos de defectos pueden dar como resultado sordera. 


Las proteínas Par también están involucradas en la 
división celular asimétrica de las células madre 


Hemos visto que las células madre a menudo dan origen a una cé- 
lula madre hija y a una diferenciada. ¿Cuáles son las señales que 
establecen estas divisiones celulares asimétricas? Se han encontrado 
dos tipos de mecanismos (Fig. 21-28). En uno de ellos, los deter- 
minantes del destino celular son segregados hacia un extremo de la 
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(b) 


Nicho célula madre | 


célula antes de la división celular, en respuesta a señales externas. 
Esto involucra las proteínas Par apical, que ya hemos DO que 30n 
instrumentales en la primera división celular asimétrica del em- 


brión de nematodo y en el establecimiento de la polaridad celular 
nismo, la célula madre se divide con 


epitelial. En el segundo meca : 
una orientación reproducible de manera tal que permanece asocia- 
da con el nicho de célula madre, mientras que la hija es colocada 
lejos del nicho y puede entonces diferenciarse. Esta es la situación 
que ya hemos encontrado en el ovario de Drosophila, donde las cé- 
lulas cap forman un nicho para las células madre de línea germinal 
(véase la Fig. 21-9). 

Un ejemplo particularmente bien comprendido de la división 
asimétrica de las células madre es la formación de neuronas y cé- 
lulas gliales en el sistema nervioso central de la mosca Drosophila 
(Fig. 21-29). En este sistema, la célula madre neuroblasto surge a 
partir del ectodermo neurogénico, que es una capa epitelial típi- 
ca con superficies basal y apical. La célula neuroblasto se agranda 
(paso E) y se mueve basalmente hacia el interior del embrión, pero 
permanece en contacto con el epitelio ectodermo (paso EJ). La cé- 
lula ahora se divide asimétricamente (paso Ed) para dar lugar a una 
célula madre neuroblasto y a una célula madre ganglionar (paso E]. 
Esta última ganglionar solo puede dividirse una vez y dar origen a 
dos células, ya sea células madre o gliales. El neuroblasto, que es una 
célula madre por el mantenimiento en asociación con el nicho de 


ectodermo neurogénico, puede dividirse repetidamente y originar 
muchas células madre ganglionares y, 


por ende, neuronas y célu- 
las gliales (paso EN); por lo tanto, 


or 1 puede poblar el sistema nervioso 
central. Así, el acontecimiento clave es la capacidad del neuroblasto 
de dividirse asimétricamente (Fig. 21-29b). Un 


26 0N a vez más, el proceso 
implica la acumul 


ación asimétrica del complejo apical Par (Par3, 
Par6, aPKC) y su posicionamiento en el lado apical de la célula (Fig. 
21-29c). Luego, otros factores son posicionados en el aspecto basal 
de la célula y se establece el huso mitótico de manera tal que la 
división celular segregue los determinantes de la polaridad e de 
estos determinantes localizados basalmente se llama Premia una 
proteína que se asocia con factores que controlan la proliferación y 
la diferenciación (Fig. 21-290). Así, en la división asimétrica, Miran- 


da y sus f. , ; , 
y e factores asociados son segregados lejos de la célula madre 
neuroblasto y hacia la célula madre ganglionar 


1) VIDEO: Asimetría del huso mitótico en la división celular de neuroblastos de Drosophila 


(al Apical 


Neuroblasto División celular Célula madre (0) 
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FIGURA 21.29 Los neuroblastos se dividen asimétricamente al generar 
neuronas y células gliales en el sistema nervioso central. (a) Los 
neuroblastos, que son células madre, se originan a partir del ectodermo por 
señales que las inducen a agrandarse (HI). Luego se mueven basalmente hacia 
afuera del epitelio pero permanecen en contacto con el (FJ) Los neuroblastos 
luego sufren división asimétrica (EJ) para dar origen a un neuroblasto y una 
célula madre ganglionar (GMC) (E). La GMC luego se divide una vez para dar 


CONCEPTOS CLAVES de la Sección 21.3 


..o. 


Mecanismos de polaridad celular y división celular 
asimétrica 


* La polaridad celular involucra la distribución asimétrica de proteínas, 
lípidos y otras macromoléculas en la célula. 


* La asimetría requiere que las células perciban una señal, respondan 
a ella mediante el ensamblaje de un citoesqueleto polarizado y luego 
utilicen esta polaridad para distribuir factores adecuadamente. 


«La división celular asimétrica requiere que las células primero se vuel- 
van polarizadas, seguido por división para segregar los determinantes 
asimétricamente. 


* El apareamiento en la levadura haploide involucra el ensamblado de 


una prolongación de apareamiento (shmoo) por polarización del ci- 


' > avor conc ió a feromona de 
toesqueleto en la dirección de mayor concentración de la ferom 


apareamiento y dirigir la segregación de componentes celulares para la 
expansión celular allí. 


Complejo Par apical 


Huso mitótico teñido 
para tubulina 


Miranda 


origen a dos neuronas o células gliales (E). Mientras tanto, las células madre 

de neuroblastos pueden dividirse muchas veces para dar más GMC y, por 

ende, poblar los tejidos neurales. (b) La división asimétrica de los neuroblastos 
requiere la orientación correcta del huso mitótico para dar lugar a un 
neuroblasto más grande y una célula GMC más pequeña. (c) Un neuroblasto en 
la anafase muestra la localización segregada de las proteínas Par apical (verde) y 
la proteína basal Miranda (rojo). (Parte (c] de C. Cabernard y C. Q. Doe, 2009, Dev Cell 17-134-141 


* La asimetría anteroposterior en la primera división del embrión de 
gusano nematodo involucra la contracción asimétrica de F-actina/ 
miosina-1I para localizar el complejo cortical anterior Par3, Par6, aPKC 
mediante la asociación cortical de los factores posteriores como Par2. 


* La polaridad celular epitelial, apical/basal también está conducida por 
el complejo apical Par3, Par6, aPKC, que funciona en las relaciones an- 
tagónicas con el complejo apical Crumbs y el complejo basal Scribble. 


* La polaridad celular plana regula la orientación relativa de las células 
en una lámina. 


* La división asimétrica de las células madre suele involucrar la aso- 
ciación de la célula madre con un nicho, lo que da lugar a otra célula 
madre y a una célula diferenciada. 


* La división asimétrica de la célula madre también involucra la distri- 
bución asimétrica del complejo Par3, Par6, aPKC, que es retenido en 
la célula madre durante la división, mientras que los destinos de los 


determinantes se localizan lejos del complejo Par hasta terminar en la 
célula diferenciada. 
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21.4 Muerte celular y su regulación 


La muerte celular programada es un destino celular contradictorio 
pero esencial. Durante la embriogénesis, la muerte de células específi- 
Cas evita que nuestras manos tengan membranas y nuestro cerebro se 
llene de conexiones nerviosas inútiles. En efecto, la mayoría de las célu- 
las generadas durante el desarrollo del cerebro posteriormente mueren. 
En el Capítulo 23 veremos cómo las células del sistema inmunitario 
que reaccionan contra las proteínas normales del cuerpo o que pro- 
ducen anticuerpos disfuncionales son matadas selectivamente. Muchas 
células musculares, epiteliales y glóbulos blancos desgastados mueren y 
necesitan ser reemplazados. 

Las interacciones celulares regulan la muerte celular en dos formas 
fundamentales. Primero, la mayoría de las células (si no todas) en los 
organismos multicelulares requieren señales de hormonas proteicas 
específicas para sobrevivir. En ausencia de tales señales de superviven- 


44) VIDEO: Las células atraviesan apoptosis 


FIGURA 21-30 Características estructurales 
de la muerte celular por apoptosis. (a) 

Dibujos esquemáticos que ilustran la progresión 
de los cambios morfológicos observados en las 
células apoptóticas. Temprano en la apoptosis, 

la condensación de los cromosomas densos se 
produce a largo de la periferia nuclear. El cuerpo 
celular también se encoje, aunque muchos 
orgánulos permanecen intactos. Luego, ambos 
fragmentos del núcleo y el citoplasma forman 
cuerpos apoptóticos, que son fagocitados por 
células de alrededor. (b) Microfotografías que 
comparan una célula normal (arriba) y una célula 
apoptótica (abajo). En esta última, se ven claramente 
esferas densas de cromatina compactada a medida 
que el núcleo comienza a fragmentarse. [Parte (a 


adaptado de J. Kuby, 1997, Immunology, 3d ed.. W H Freeman y CO 
p. 53; parte (b) de M. J. Arends y A H Wyllie, 1991, Int 1 Rev. Exp Pathol 
32.223] 
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Célula apoptótica 


11) VIDEO: Movimiento de C. elegans 


Cordón 
nervioso ventral 


FIGURA 21-31 Larva de C. elegans recién nacida. Algunos de los 
núcleos de las 959 células somáticas en la forma hermafrodita se visualizan 


en esta microfotografía obtenida por microscopía de contraste diferencial 


La muerte celular programada se produce 
através de la apoptosis 


El fallecimiento de las células por muerte celular programada está mar- 
cado por una secuencia bien definida de cambios morfológicos, colec- 
tivamente referidos como apoptosis, una palabra griega que significa 
“caer o decaer”, como las hojas de un árbol. Las células que mueren se 
encojen, se condensan, y luego se fragmentan y liberan los pequeños 
cuerpos apoptóticos unidos a membrana, que en general después son 
engullidos por otras células (Fig. 21-30). En las células que mueren, los 
núcleos se condensan y el DNA es fragmentado. Es importante destacar 
que los constituyentes intracelulares no son liberados al medio extrace- 
lular, donde podrían tener efectos deletéreos sobre las células vecinas. Los 
cambios estereotípicos que se producen en las células durante la apopto- 
sis, como la condensación del núcleo y el engullimiento por parte de las 
células que las rodean, sugirieron a los primeros científicos que este tipo 
de muerte celular estaba bajo el control de un programa estricto. Este 
programa es crucial tanto durante la vida adulta como en la embrionaria 
para mantener la cantidad y la composición normal de las células. 

Los genes involucrados en el control de la muerte celular codifican 
proteínas con tres funciones diferentes: 


«Proteínas “asesinas”, necesarias para que una célula comience el pro- 
ceso apoptótico. 

* Las proteínas “destructivas”, que digieren el DNA en una célula mori- 
bunda. 

* Las proteínas que “engullen” son necesarias para la fagocitosis de la 
célula moribunda por otra célula. 

A primera vista, el engullimiento parece ser simplemente un pro- 
ceso de limpieza posterior a la muerte, pero alguna evidencia sugiere 
que es parte del proceso de muerte final. Por ejemplo, las mutaciones 
en los genes asesinos siempre evitan que las células inicien la apopto- 
sis, mientras que las mutaciones que bloquean el engullimiento a veces 
permiten a las células persistir durante Un momento antes de mori. El 
engullimiento involucra el ensamblaje de un halo de actina en la célula 


que engulle alrededor de la célula moribunda, desencadenado por las 
Rac, una proteína G monomérica 


proteínas de apoptosis que activan a l 
éase la Fig. 17-44). Una señal 


que ayuda a regular la polimerización (v 


Núcleo cordón Recto 


nervioso central 


interferencial (DIC), a veces llamada microscopia de Normarski. Lo que se 
visualiza más fácilmente son los núcleos intestinales, que aparecen como 
discos redondos. ¡De el Bol 56.110 


E Sulston y HR Horvitz, 1997, Di 


de la superficie de la célula moribunda también estimula un receptor 
sobre las células vecinas, que inician cambios en la membrana que lle- 
van al engullimiento. 

Contrario a la apoptosis, las células que mueren en respuesta al 
daño tisular exhiben cambios morfológicos muy diferentes, denomina- 
dos necrosis. Típicamente, las células que sufren este proceso se dilatan 
y estallan, y liberan sus contenidos intracelulares, que pueden dañar las 
células de alrededor y frecuentemente causan inflamación. 


Las proteínas conservadas evolutivamente 
participan en la vía apoptótica 


La confluencia de los estudios genéticos en C. elegans y estudios en las 
células cancerígenas humanas sugirieron que una vía evolutivamente 
conservada media la apoptosis. En C. elegans, los linajes celulares es- 
tán bajo control genético fuerte y son idénticas en todos los individuos 
de una especie. Alrededor de 10 ciclos de la división celular o menos 
crean un gusano adulto, que es de alrededor de 1 mm de largo y 70 pm 
de diámetro. El gusano adulto tiene 959 núcleos de células somáticas 
(forma hermafrodita) o 1 031 (macho) (Fig. 21-31). Los científicos han 
trazado el linaje de todas las 947 células somáticas en C. elegans a partir 
del huevo fecundado hasta el gusano maduro siguiendo el desarrollo 
de gusanos vivos mediante microscopia de contraste diferencial inter- 
ferencial (DIC) de Normarski (véase la Fig. 21-23c). La cantidad de 
células somáticas es de alguna manera menor que el número de núcleos 
debido a que algunas células contienen múltiples núcleos, es decir, son 
sincitiales. A partir del cigoto, una serie de divisiones celulares asimé- 
tricas producen células fundadoras que, a su vez, generan todas las cé- 
lulas diferenciadas. 

De las 947 células no gonodales generadas durante el desarrollo de 
la forma hemafrodita adulta, 131 sufren muerte celular programada. 
Mutaciones específicas han identificado cuatro genes cuyas proteínas 
codificadas cumplen un papel esencial en el control de la muerte celular 
programada durante el desarrollo de C. elegans: ced-3, ced-4, ced-9 y egl- 
1. Por ejemplo, en mutantes ced-3 o ced-4, las 131 células “condenadas” 
sobreviven (Fig. 21-32). Estos mutantes formaron las primeras piezas de 
evidencia de que la apoptosis estaba bajo control de un programa genéti- 
co. Las proteínas de mamíferos que se corresponden más estrechamente 
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4) VIDEO: Muerte celular programada en desarrollo embrionario de C. elegans e 


(a) 


FIGURA EXPERIMENTAL 21-32 Las mutaciones en el gen ced-3 
bloquean la muerte celular programada en C. elegans. (a) Las larvas 

de mutantes hatched recién nacidas portan una mutación en el gen ced-] 
Debido a que las mutaciones en este gen evitan el engullimiento de las células 
muertas, se acumulan las células muertas altamente refractarias (Mechas), lo 


(b) La larva hatched recien nacida con mutaciones 


que facilita su visualización po poder sad 

en ambos genes ced-1 y ced-3. La ausencia de las células muertas mE id : 

en estos mutantes dobles indica que no 5€ produce muerte celular deal lo 

tanto, la proteína CED-3 es necesaria para la muerte celular programada. (De 
208% ( e/191:818, cortesia de Hilary Ellis.) 


M. Ellis y HOR Horvat 


con las proteínas de gusano CED-3, CED-4, CED-9 y EGL-1 se indican 
en la Figura 21-33. En el análisis de las proteínas de gusano, incluiremos 
los nombres de mamífero en paréntesis para facilitar las relaciones. 

El primer gen apoptótico en ser clonado, bcl-2, fue aislado a partir 
de linfomas foliculares humanos. Una forma mutante de este gen se 
creó en las células de linfoma; un reordenamiento cromosómico que 
une la región codificadora de proteína del gen bcl-2 con el amplifica- 
dor del gen de inmunoglobulina. La combinación da como resultado 
la sobreproducción de la proteína Bcl-2, que mantiene a estas células 
cancerosas vivas cuando de otro modo estarían programadas para 
morir. La proteína Bcl-2 humana y la proteína CED-9 de gusano son 
homólogas; a pesar de que las dos proteínas solo son idénticas en 
el 23% de la secuencia, un transgén bck-2 puede bloquear la muer- 
te celular extensa que se encuentra en los gusanos mutantes ced-9. 
Por ende, ambas proteínas actúan como reguladores que eliminan la 


FIGURA 21-33 Conservación evolutiva de las vías apoptóticas. Proteinas 
similares, mostradas en colores idénticos, cumplen funciones correspondientes 
tanto en nematodos como en mamiferos. (a) En nematodos, la proteína BH3 
only llamada EGL-1 se une a CED-9 sobre la superficie de las mitocondrias; esta 
interacción libera a CED-4 del complejo CED-4/CED-9. El CED-4 libre se une y 
activa por autoproteólisis la caspasa CED-3, que destruye proteinas celulares que 
conducen a la apoptosis. Estas relaciones se muestran Como Una Via genética, 
con EGL-1 inhibiendo a CED-9, que a su vez inhibe CED-4. CED-4 activo, por 

su parte, activa a CED-3. (b) En los mamíferos, los homólogos de las proteínas 
nematodo, como así también muchas otras proteinas, no se encuentran en 

los gusanos que regulan la apoptosis. La proteína Bcl-2 es sirnilar a CED-9 en 
cuanto a estimular la supervivencia celular. Realiza esto en parte al evitar la 
activación de Apaf-1, que es similar a CED-4, y en parte por otros mecanismos 
descritos en la Figura 21-38. Diversos tipos de proteínas BH3-only, también 
detalladas en las Figuras 21-37 y 21-38, inhiben a Bcl-2 y, por ende, permiten la 
apoptosis para proceder, El estímulo apoptótico daña las mitocondrias y lleva a 
la liberación de varias proteínas que estimulan la muerte celular. En particular, 
el citocromo c liberado desde las mitocondrias activa a Apaf-1, que a su vez 
activa la caspasa-9. Esta caspasa iniciadora luego activa las caspasas efectoras 3 
y 7, que eventualmente llevan a la muerte celular. Véase el texto para análisis de 


otras proteínas de mamífero (SMAC/DIABLO e IAP) que no tienen homólogos de 


nematodos. (Adaptado de 5. J Rieal y Y Shi 2004, Nar Rev. Mol. Cel! Br015:227 
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FIGURA 21-34 La activación de la proteasa CED-3 
proteína EGL-1, que es producida en respuesta a las señales de desarrollo que 
desencadenan la muerte celular, desplaza un dimero asimétrico CED-4 a ena 
de su asociación con CED-9 sobre la superficie de las mitocondrias (1) E dímero 
CED-4 libre se combina con tres otros para formar Un octámero (EJ), el nl ES 


en C. elegans. La 


controlan la vía apoptótica en respuesta a estímulos externos. Como 
se analizará luego, otros reguladores estimulan la apoptosis. 

En la vía apoptótica de gusano, CED-3 (caspasa-9 en mamíferos) 
es necesaria para destruir los componentes celulares durante la apop- 
tosis. CED-4 (Apaf-1) es un factor activador de proteasa que causa 
la autoescisión de (y por) la proteína precursora CED-3, lo cual crea 
una proteasa CED-3 activa (caspasa-9) que inicia la muerte celular 
(Figs. 21-33 y 21-34). Dicha muerte no se produce en los mutantes 
simples ced-3 y ced-4 o en los mutantes dobles ced-9/ced-3, mientras 
que todas las células mueren durante la vida embrionaria en los mu- 
tantes ced-9, de manera tal que la forma adulta nunca se forma. Estos 
estudios genéticos indican que CED-3 y CED-4 son proteínas “asesi- 
nas” necesarias para la muerte celular, que CED-9 (Bcl-2) suprime la 
apoptosis y que la vía apoptótica puede ser activa en todas las células. 
Por otra parte, la ausencia de muerte celular en los mutantes dobles 
ced-9/ced-3 sugiere que CED-9 actúa “corriente arriba” de CED-3 
para suprimir la vía apoptótica. 

Se desconoce el mecanismo por el cual CED-9 (Bcl-2) controla a 
CED-3 (caspasa 3). La proteína CED-9, que normalmente se encuentra 
sujeta al exterior de la mitocondria, forma un complejo con un dímero 
asimétrico CED-4 (Apaf-1), y previene así la activación de CED-3 por 
CED-4 (Fig. 21-34). Como resultado, la célula sobrevive. Este meca- 
nismo coincide con la genética, lo cual demuestra que la ausencia de 
CED-9 no tiene efecto si CED-3 también se pierde (los dobles mutantes 
ced-3/ced-9 no tienen muerte celular). La estructura tridimensional del 
complejo trimérico CED-4/CED-9 revela un gran contacto de superfi- 
cies entre cada una de las dos moléculas de CED-4 y la única molécula 
CED-9; el gran contacto de las superficies torna a la asociación alta- 
mente específica, pero en forma tal que la disociación del complejo 
Puede ser regulada. ; 

La transcripción de egl-1, el cuarto gen regulador de apoptosis 


genéticamente definido, es estimulada en las células de C. elegans que 


¡ stá claro cómo sucede esta 
están programadas para morir, pero no está clar 


regulación. La proteína EGL-1 recién producida se une a CED-9, al- 
tera su conformación y cataliza la liberación de CED-4 desde él (Fig. 
21-34). Tanto EGL-1 como CED-9 contienen un dominio BH3 de 12 
aminoácidos. Como EGL-1 carece de la mayoría de los otros dominos 
de CED-9, EGL-1 se denomina una proteína BH3-only. Las proteínas 


dos moléculas del cimógeno CED-3 (un precursor enzimáticamente inactivo 
de una proteasa) y desencadena la conversión de los cimógenos CED-3 en las 
proteasas CED-3 activas (EJ). Esta caspasa efectora luego comienza a destruir los 
componentes celulares y, por ende, inicia la apoptosis, lo que lleva a la muerte 
celular (Ed). (Adaptado de N. Yan y cols. 2005, Nature 437.831, y 5-0) y 2010, Ce//141:446) 


de mamífero BH3-only más cercanas son las proapoptóticas Bim y 
Bid. 

La comprensión de cómo EGL-1 interrumpe el complejo CED-4/ 
CED-9 proviene de la estructura molecular de EGL-1 (Bid/Bim), que 
forma complejo con CED-9 (Bcl-2). En este complejo, el dominio BH3 
forma la parte clave de la superficie de contacto entre dos proteínas. 
CED-9 tiene una conformación diferente cuando está unida por EGL- 
1 que cuando lo está por CED-4. Este hallazgo sugiere que la unión 
de EGL-1 distorsiona CED-9 y hace que sus interacciones con CED-4 
menos estables. Una vez que EGL-1 causa una disociación del complejo 
CED-4/CED-9, el dímero CED-4 liberado se une con otros tres díme- 
ros CED-4 para formar un octámero, que luego activa a CED-3 me- 
diante un mecanismo analizado más adelante. Luego, la muerte celular 
ocurre pronto (Fig. 21-34), 

La evidencia de que los pasos aquí descritos son suficientes para in- 
ducir la apoptosis proviene de los experimentos en los cuales los acon- 
tecimientos fueron reconstituidos in vitro con proteínas purificadas. 
Se purificaron CED-3, CED-4, una CED-9 truncada que carece de su 
anclaje transmembrana de membrana mitocondrial, y EGL-1, como así 
también un complejo CED-4/CED-9. CED-4 purificada (Apaf-1) fue 
capaz de acelerar la autocatálisis de CED-3 purificada (caspasa-9), pero 
la adición de CED-9 truncado (Bcl-2) a la mezcla de reacción inhibió 
la autoescisión. Cuando el complejo CED-4/CED-9 se mezcló con el 
CED-3, no se produjo la autoescisión, pero la adición de EGL-1 a la 
reacción restauró la autoescisión de CED-3. 


Las caspasas amplifican la señal apoptótica inicial y 
destruyen las proteínas celulares clave 


Las proteínas efectoras en la vía apoptótica, las caspasas, se deno- 
minan así porque contienen un residuo de cisteína clave en el sitio 
catalítico y selectivamente escinden proteínas en sitios inmediatos en 
dirección C-terminal respecto de los residuos aspartato. Las caspasas 
funcionan como homodímeros, con un dominio de cada una que es- 
tabiliza el sitio activo de la otra. La principal caspasa efectora en C. 
elegans es CED-3, mientras que los seres humanos tienen 15 caspasas 
diferentes. En un inicio, todas las caspasas se sintetizan como pro- 
caspasas que deben ser cortadas para activarse. En los vertebrados, 
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las caspasas iniciadoras (p. ej., caspasa-9) Se activan por dimerización 


inducida por la unión a otros tipos de proteínas (p. eJ., Apaf-1), que 
ayuda a los iniciadores a agregarse. Las caspasas iniciadoras activadas 
cortan las caspasas efectoras (p. €J., caspasa-3) para activarlas; de esta 
forma, la actividad protcolítica de las pocas Caspasas iniciadoras activa- 
n gran media y rápidamente mediante la activación 
lleva a un aumento masivo en el nivel 


das se incrementa e 
de las caspasas efectoras, lo que 
de actividad caspasa en la célula (véase la Fig. 21-33) y a la muerte ce- 
lular. Las procaspasas preexisten en cantidades suficientes para logar 
la digestión de muchas de las proteínas celulares cuando son activadas 
por el pequeño número de moléculas que constituyen la señal de ini- 
ciación. Estas difieren en sus secuencias diana preferidas. Sus dianas 
intracelulares específicas incluyen proteínas de la lámina nuclear y del 
citoesqueleto cuya escisión conduce a la muerte de una célula. 


Las neurotrofinas estimulan la supervivencia 
de las neuronas 


En los mamíferos, pero no en los gusanos, la apoptosis está regulada 
por señales intracelulares generadas a partir de muchas hormonas pro- 
teicas de la superficie celular y secretadas, como así también por mu- 
cho estrés ambiental, como la irradiación ultravioleta y daño del DNA. 
Mientras que la maquinaria “central” de apoptosis en C. elegans está 
conservada en los mamíferos, muchas otras proteínas intracelulares 
también regulan la apoptosis (véase la Fig. 21-33, derecha). 

Pero antes de sumirnos en estos detalles moleculares, ilustraremos 
la importancia de los factores tróficos en la apoptosis mediante un 
breve análisis del sistema nervioso en desarrollo. Cuando las neuronas 
crecen estableciendo conexiones con otras neuronas o con los múscu- 
los, a veces a distancias considerables, crecen más neuronas de las que 
finalmente sobrevivirán. Los cuerpos celulares de muchas neuronas 
sensitivas y motoras se localizan en la médula espinal y en los ganglios 
adyacentes, mientras que sus procesos axónicos largos se extienden lo 
suficientemente afuera de estas regiones. Aquellas que hacen conexio- 
nes prevalecen y sobreviven; las que fallan en conectarse mueren. 

A comienzo de 1900 se demostró que la cantidad de neuronas 
que inervaban la periferia dependía del tamaño del tejido al cual se 
conectarían, el denominado campo diana. Por ejemplo, la extirpación 
de los esbozos de las extremidades del embrión de pollo en desarrollo 
produjo una disminución de la cantidad de neuronas sensitivas y de 
neuronas motoras que inervaba los músculos en los esbozos (Fig. 21- 
35). En forma contraria, el injerto de tejido ectópico de extremidades 
a los esbozos lleva a un incremento en la cantidad de neuronas en 
las regiones correspondientes de la médula espinal y de los ganglios 
sensitivos. En efecto, los aumentos graduales en el tamaño del campo 
diana se acompañan por incrementos conmensurados en la cantidad 
de neuronas que lo inervan. Se encontró que esta relación es el resul- 
tado de la supervivencia selectiva de neuronas más que de cambios 
en su diferenciación o su proliferación. La observación de que mu- 
chas neuronas motoras o sensitivas mueren después de alcanzar sus 
campos diana periféricos sugirió que estas neuronas compiten por los 
factores de supervivencia producidos por los campos diana. 

Posteriormente a estas primeras observaciones, los científicos 
descubrieron que el trasplante de un sarcoma murino (tumor de 
músculo) a un pollo producía un aumento marcado en la cantidad 
de ciertos tipos de neuronas. Este hallazgo implicaba que el tumor 
era una fuente rica del supuesto factor trófico. Para aislar y purificar 
este factor, conocido simplemente como factor de crecimiento ner- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 21-35 En los invertebrados, 
de las neuronas motoras depende del tamaño del ca 
músculo que inervan. (a) 
de un lado de un 


la supervivencia 
mpo diana del 

; La extirpación de un esbozo de las extremidades 
embrión de pollo de alrededor de 2,5 días da como resultado 
un marcado descenso en la cantidad de Neuronas motoras sobre el lado 
afectado. En un embrión amputado (parte superior), se generan cantidad 
normales de neuronas motoras a ambos lados (parte central). Más t de Ñ 
desarrollo, muchas menos neuronas permanecen sobre el do a z Ed e 
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Science, 4" ed, McGraw-Hill, p. 1054, Figura 53-11 MM. Jessell, 2000, Principles of Neural 


De tipo silvestre 


Mecanorreceptores 


Ganglio de 
la raíz dorsal 


Neuronas 
propioceptivas 


Neuronas 
nociceptivas 


Motoneuronas 


Músculo 


neurotrofinas. El factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNE) y 
la neurotrofina-3 (NT-3) son miembros de esta familia de proteínas. 

Las neurotrofinas se unen y activan a una familia del receptor 
tirosincinasa llamada Trks. (La estructura general del receptor de 
tirosincinasa y las vías de señalización intracelular que activan se 
tratan en el Cap. 16). Cada neurotrofina se une con alta afinidad a 
un receptor Trk: NGF se une a TrkA; BDNF, a TrkB; y NT-3, a TrkC. 
NT-3 puede unirse también con menor afinidad tanto a TrkA como 
a TrkB. Estas uniones (entre factores y sus receptores) proporcio- 
nan una señal de supervivencia para diferentes clases de neuronas. 
A medida que las neuronas crecen desde la médula espinal hasta 
la periferia, las neurotrofinas producidas por los tejidos diana se 
unen a los receptores sobre los conos de crecimiento (véase la Fig. 
18-52) de los axones extendidos y así estimulan la supervivencia 
de las neuronas que exitosamente alcanzan sus dianas. Además, 
las neurotrofinas se unen a distintos tipos de receptores llamados 
p75N'R (NTR 5 del receptor de neurotrofina), pero con baja afini- 
dad. Sin embargo, p75""* forma complejos heteromultiméricos con 
diferentes Trk receptoras; esta asociación incrementa la afinidad de 
las Trk por sus ligandos. Dependiendo del tipo de célula, la unión 
de NGF y BDNF a p75""* en ausencia de TrkA puede estimular la 
muerte celular en lugar de evitarla. (El fenómeno de interacción 
de múltiples neurotrofinas con múltiples receptores similares es 
comparable a los ligandos similares a EGF y sus receptores HER, 
ilustrados en la Fig. 16-7.) 

Para abordar críticamente la función de las neurotrofinas en el 
desarrollo, los científicos produjeron ratones con mutaciones in- 
activantes (knockout) en cada una de las neurotrofinas y sus recep- 
tores. Estos estudios revelaron que diferentes neurotrofinas y sus 
Correspondientes receptores son necesarios para la supervivencia 
de distintas clases de neuronas sensitivas (Fig. 21-36). Por ejemplo, 
las neuronas sensibles al dolor (nociceptivas), las cuales expresan 
TrkA, se pierden selectivamente del ganglio de la raíz dorsal en los 
Mutantes inactivados que carecen de NGE o TrkA, mientras que las 
neuronas que expresan TrkB y TrkC no se afectan en tales inactiva- 
ciones. Por el contrario, las neuronas propioceptivas que cia 
TrkC, las cuales detectan la posición de las extremidades, se pierden 
en los mutantes TrkC y NT-3 en el ganglio de la raíz dorsal. 


FIGURA EXPERIMENTAL 21-36 Diferentes clases 
de neuronas sensitivas se pierden en los ratones 
genéticamente inactivados que carecen de 
distintos factores tróficos sobre sus receptores. 
En los animales que carecen de factor de Crecin ! 
nervioso (NGF) o su receptor TrkA, se p erde! 
pequenas neuronas nociceptivas (sensiDIes al dolor 
(celeste) que inervan la piel. Estas neuronas expresan 
el receptor TrkA e inervan las dianas que producen 
NGF. En los animales que carecen de la neurotrohina-3 
(NT-3) o su receptor TrkC, se pierden las neuronas 
propioceptivas arandes (rojo) que ¡nervan los husos 
del músculo. El músculo produce NT-3, y las neuronas 


propioceptivas expresan TrkC. Los mecanorreceptores 


, (anaranjado; véase la Fig. 22-24), otra Clase de 

y] neuronas sensitivas del ganglio de la ralZ dorsal, no se 
ven afectados en estos mutantes. (Adaptado de WD Snider 
1994, Suence 77.627) 


La mitocondria cumple una función central en 
la regulación de la apoptosis en las células de 
vertebrados 


Como se describió anteriormente, CED-9 de C. elegans y sus homólo- 
gos de mamífero Bcl-2 cumplen funciones centrales en la represión de 
la apoptosis. En los nematodos, CED-9 realiza esto mediante la unión 
a CEDA y la represión de su activación. En los vertebrados, Bcl-2, que 
reside en la membrana mitocondrial externa, funciona principalmente 
para mantener la baja permeabilidad de esa membrana y evitar así que 
el citocromo c y otras proteínas localizadas en el espacio intermem- 
brana (véase la Fig. 12-16) se difundan hacia el citosol y activen las 
caspasas apoptóticas. 

Para poder explicar cómo Bcl-2 lleva a cabo esta función y cómo 
la actividad Bcl-2 está regulada por factores tróficos y por muchos 
estímulos ambientales, es necesario introducir otros miembros im- 
portantes de la familia Bcl-2 de proteínas. Todos los miembros de 
la familia Bcl-2 comparten una homología estrecha de hasta cuatro 
regiones características llamadas los dominios de homología Bcl-2 
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FIGURA 21-37 Familia de proteínas Bcl-2. La familia Bcl-2 está compuesta 
por proteínas que contienen dominios de homología Bcl funcional (BH 1-4) 


y se dividen en tres clases. Solo algunas de las proteínas BH3-only contienen 
dominios transmembrana (TM). (De M Giam y cols, 2009, Oncogene 275128) 
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4) ANIMACIÓN FOCALIZADA: Apoptosis 
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FIGURA 21-38 Integración de las múltiples vías de señalización en las 
células de vertebrados que regulan la permeabilidad de la membrana 
mitocondrial externa y la apoptosis. En las células sanas, la proteína 
antiapoptótica Bcl-2 o su homólogo Bcl-xL se unen a las proteínas BH3-only 
Bax y Bak en la membrana mitocondrial externa y bloquean la capacidad de 
Bax y Bak para oligomerizar y formar canales oligoméricos. La unión de ciertas 
proteínas BH3-only, incluyendo Bim y Puma, directamente a Bak y Bax causan 
que ellas formen canales oligoméricos en la membrana mitocondrial externa. 
Esto permite al citocromo c entrar en el citosol, donde se une a la proteína 
adaptadora Apaf-1 y estimula la activación de caspasa que inicia la cascada 
apoptótica y lleva a la muerte celular. Otras proteínas BH3-only, incluyendo 
Bad, se unen a Bcl-2, bloquean su capacidad para unirse a Bak y Bax y provocan 
que ellas formen canales en la membrana mitocondrial externa. Diversos 


Citosol 


estímulos desencadenan o reprimen esta vía apoptótica. (HI) La presencia de 
factores tróficos específicos (p. ej, NGF) lleva a la activación de la proteína 
receptora afín tirosincinasa (p. ej., TrkA) y a la activación de la vía Pl-3 cinasa/ 
PKB (proteincinasa B; también llamada Akt) (véase la Fig. 16-26). PKB fosforila 

a Bad, y Bad fosforilada luego forma un complejo con la proteína 14-3-3 

Con Bad secuestrada, es incapaz de unirse a Bcl-2. En la ausencia de factores 
tróficos, Bad desfosforilado se une a Bcl-2, libera Bax y Bak y permite que ellas 
formen el canal oligomérico. (EJ) El DNA dañado o la irradiación ultravioleta 
lleva a la inducción de la proteína BH3-only Puma. Puma se une a Bax y a Bak 
y les permite formar canales oligoméricos. (E) La eliminación dema qa 3 
partir de su sustrato interrumpe la señalización de integrina, lo que lleva a la 
liberación de la proteína BH3-only Bim del citoesqueleto Bi POS se unea 
0 var A de canal. (De D. Ren E, 2010 Science 330:1390.) 
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Las proteínas Bax y Bak proapoptóticas forman 
poros en la membrana mitocondrial externa 


En las células de vertebrados, Bax y Bak son necesarias para el daño 
mitocondrial y la inducción de apoptosis, Estas dos proteínas proa- 
poptóticas similares contienen diversos dominios BH 1-4 (véase la 
E » pr e e et muy sim ilar a la 

se pervivencia. Como evidencia 
para esta función en la estimulación de la apoptosis, la mayoría de 
los ratones que carecen de Bax y Bak mueren en el útero. Aquellos 
que sobreviven muestran significativos defectos del desarrollo, in- 
cluyendo la persistencia de redes interdigitales y la acumulación de 
células extra en el sistema nervioso central y en el hematopoyético. 
Las células aisladas a partir de estos ratones son resistentes a virtual- 
mente todos los estímulos apoptóticos. Por el contrario, la sobrepro- 
ducción de Bax en las células cultivadas induce la muerte. 

Bax y Bak se encuentran en la membrana mitocondrial externa, 
por lo general fuertemente unidas a Bcl-2 (Fig. 21-38). Cuando se 
liberan de Bcl-2 (ya sea por estar presentes en exceso, por despla- 
zamiento por la unión de ciertas proteínas BH3-only a Bcl-2 o por 
unión directa a otras proteínas BH3-only) Bax y Bak forman oligó- 
meros que generan poros en la membrana mitocondrial externa. Esto 
permite la liberación al citosol de proteínas mitocondriales como el 
citocromo c que, en células saludables normales, se localizan en el 
espacio entre la membrana mitocondrial interna y externa. Como se 
describe en la Figura 21-33, el citocromo c liberado activa la caspasa 9 
(en parte a través de la unión y la activación de Apaf-1 y en parte por 
mecanismos aún desconocidos). 

Como evidencia de esta vía reguladora, la sobreproducción de 


Bcl-2 en células cultivadas bloquea la liberación del citocromo c y 


bloquea la apoptosis; por el contrario, la sobreproducción de Bax es- 


timula la liberación del citocromo c al citosol y promueve la apopto- 
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de CED-4 (véase la Fig. 21-33, derecha). A mE 
mo c, la Apaf-1 monomérica se une a dATP. Después de la unión 
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del citocromo c, Apaf-1 corta su dATP unido para as dAl ; 
y atraviesa un proceso de ensamblaje espectacular e irapicindos 

á . ada de erte de 1,4 me- 
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gadalton llamada apoptosoma (Fig. 21-39). El apoptosoma sirve 


En ausencia de citocro- 


como máquina de activación para la caspasa iniciadora, la caspa- 
sa-9, que es monomérica en el estado inactivo. Las caspasas inicia- 
doras necesitan ser sensibles a las señales de activación aun cuando 
no deberían ser activables de manera irreversible debido a que la 
activación accidental llevaría a un efecto de bola de nieve indesea- 
ble y a la muerte celular rápida. Significativamente, la caspasa-9 no 


requiere la escisión para activarse, sino que es activada mediante 
a. Luego, la 


as, como 


la dimerización seguida por la unión del apoptosom 
caspasa-9 corta múltiples moléculas de caspasas efector 
la caspasa-3, lo que lleva a la destrucción de proteínas celulares 
(véanse las Figs. 21-33 y 21-38). 

La estructura tridimensional del apoptosoma CED-4 de nema- 
todo correspondiente (véase la Fig. 21-39c) demostró cómo dos 
procaspasas CED-3 (caspasa-9) se unen adyacentes una a la otra 
sobre el interior del octámero con forma de embudo; luego, estas 
se activan mutuamente por dimerización y conversión proteolítica, 
pero se desconoce el mecanismo detallado de cómo sucede esto. La 
estructura del apoptosoma CED4 también proporciona un modelo 
para la aún desconocida estructura tridimensional del correspon- 
diente apoptosoma de mamífero (véase la Fig. 21 -39b, derecha). 

En los mamíferos y las moscas, pero no en gusanos, la apoptosis 
está regulada por diversas otras proteínas (véase la Fig. 21-35, dere- 
cha). Una familia de proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAP) pro- 
porciona otra forma de restringir tanto las caspasas iniciadoras como 
las efectoras. Las IAP tienen uno o más dominios de unión a cinc que 
pueden unirse directamente a las caspasas e inhibir sus actividades 
de proteasa. (El baculovirus, un tipo de virus de insecto, produce una 
proteína que se une e inhibe de modo similar a las caspasas, y previe- 
ne así que una célula infectada muera, lo cual detendría la infección 
viral antes de la síntesis de nuevos virus). Sin embargo, la inhibición 
de las caspasas por las TAP crea un problema cuando una célula ne- 
cesita sufrir apoptosis. La mitocondria entra en escena una vez más, 
puesto que ellas son la principal fuente de una familia de proteínas, 
denominadas SMAC/DIABLO, que inhiben las IAP. El ensamblaje de 
los canales Bax/Bak (véase la Fig. 21-38) lleva a la liberación de la 
SMAC/DIABLO de la mitocondria. Luego, SMAC/DIABLO une las 
IAP en el citosol, y bloquea así las IAP de la unión a las caspasas. 
Al aliviar la inhibición mediada por IAP, SMAC/DIABLO estimula la 


actividad caspasa y la muerte celular. 


Los factores tróficos inducen la inactivación de Bad, 
una proteína proapoptótica BH3-only 


Anteriormente, vimos que las neurotrofinas como factor de creci- 
miento nervioso protegen a las neuronas de la muerte celular; esto 
es mediado por la proteína BH3-only llamada Bad. En ausencia de 
factores tróficos, Bad es desfosforilado y se une a Bcl-2 o a la proteí- 
na antiapoptótica estrechamente relacionada Bcl-xL en la membra- 
na mitocondrial (véase la Fig. 21-38). Esto inhibe la capacidad de 
Bcl-2 y Bel-xL de unirse a Bax y Bak, lo cual permite que los canales 
Bak y Bax formen y estimulen la muerte celular. Sin embargo, Bad 
fosforilada no puede unirse a Bcl-2/Bcl-xL y se encuentra en el ci- 
tosol acomplejando la proteína de unión a fosfoserina 14-3-3 (véase 
la Fig. 16-20). 

Una cantidad de factores tróficos, incluyendo NGE, inducen la 
vía de señalización PI-3 cinasa y llevan a la activación de la protein- 
cinasa B (véase la Fig. 12-26). La proteincinasa B fosforila a Bad en 
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FIGURA 21-39 Estructura del apoptosoma de 

nematodo y un modelo de la estructura del (a) 
apoptosoma Apaf1 de mamífero. (a) Dominios de la 
proteína CED-4 y el correspondiente Apafl de mamífero; las 
hebras CARD para el dominio de reclutamiento N-terminal 
de la caspasa En el apoptosoma oligomérico, estos 
dominios CARD se unen a los dominios CARD en la caspasa 
(b) Diagrama del apoptosoma CEDA (izquierda) y un 
modelo para el apoptosoma de mamifero correspondiente 
(derecha). (c) Estructura tridimensional del apoptosoma 
CED-4 octamérico de nematodo que muestra la unión de 
dos procaspasas CED-3. La interacción del apoptosoma con 
CED-2 estimula la dimerización CED-3, que es necesaria 
para su activación. (De S O y cols, 2010, Cell 141:446) 


(c) Vista inferior 


sitios que se sabe inhiben su actividad proapoptótica. Más aún, una 
forma constitutivamente activa de la proteincinasa B puede rescatar 
neuronas privadas de neurotrofina que, de otro modo, podrían su- 
frir apoptosis y morir. Estos descubrimientos avalan el mecanismo 
para la acción de supervivencia de los factores tróficos descritos en 
la Figura 21-38. En otros tipos de células, diferentes factores tróficos 
pueden promover la supervivencia celular a través de modificacio- 
nes postraduccionales de otros componentes de la maquinaria de 
muerte celular. 
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Dominio 
CARD 


(b) Apoptosoma CED-4 octamérico 
(vista superior) 


Vista lateral 


Propulsor [37 Propulsor (36 


o/fg HD1 WHD  HD2 


Caspasa 
CED-3 


Vista lateral recortada 


La apoptosis de vertebrados está regulada por 


las proteínas proapoptóticas BH3-only que son 
activadas por estrés ambiental 


Mientras que los gusanos contienen un 


a única proteína BH3-only, Egl- 
l, los mamíferos expre 


ei al menos ocho, incluyendo Bad, en una cé- 
lula y de manera específica de estrés. Est 


regulada por diversos mecanismos trans 
nales. Dos, Puma y Noxa (véase ] 


a actividad proapoptótica está 
cripcionales y postranscripcio- 
a Fig. 21-37), son transcripcionalmen- 


' inducidas por la proteína p53 (véase la Fig. 19-33) 
punto de control por el cual el daño al DNA no re | 
apoptosis. Por el otro lado, normalmente Bim se 
por el citoesqueleto de microtúbulos mediante 
na ligera de dineína (véase la Fig. 18-23), É] 
células de sus sustratos interrumpe la señalización de integrinas, los 
reordenamientos del citoesqueleto y lleva a la liberación d pt Ñ 
Puma como Bim probablemente se unen en forma directa a bon 
de alguna manera liberándolas de Bcl-2 y permitiéndoles la bon 
del poro oligomérico Bak/Bax y la apoptosis (véase la Fig. 21-38). Así 
la apoptosis de las células de mamífero está regulada por un ejúúlibrio 
cuidadoso de las actividades de las proteínas antiapoptóticas como Bel- 
2y Bcl-xL y múltiples proteínas proapoptóticas BH3-only 


; esto es parte del 
parado puede inducir 
encuentra secuestrada 
la unión de una cade- 
desprendimiento de las 


Citosol 


Membrana plasmática 


Membrana plasmática 


Citosol 


FADD 


| 


E 0 


(BH3 only) 


Se une a Bcl-2 y la 
inhibe, Bcl-2, lleva 
poros Bax/Bak y 
y 
y 
y 
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Caspasa-7 
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FIGURA 21-40 Asesinato celular: la vía apoptótica extrínseca. En 


este ejemplo de una vía extrínseca (o muerte regulada por receptor) que se 
encuentra en el sistema inmunitario, la unión del ligando Fas, FasL (también 
llamado ligando CD95-6) y sobre la superficie de una célula al receptor 

de muerte Fas sobre una célula adyacente conduce al reclutamiento de 

la proteína adaptadora FADD (dominio de muerte asociado a FAS) y la 
dimerización y activación de la caspasa-8. La caspasa-B activa despues carr 

y activa la caspasa-3, la caspasa-6 y la caspasa-?, que luego conta ¡os in 
celulares vitales e induce la muerte celular La escisión de la capa BHaoniy 
BID (agonista del dominio de muerte Que interacciona COn BH3) por pri 
la caspasa-8 genera un fragmento ! BID que se une a Bck-2 sobre la Je rana 
mitocondrial externa, que lleva a la liberación del citocromo C een ( 5 A 
citosol y también a la activación de la vía de apoptosis intrínseca (véase la FIg 


) E 20 Nar Pev. Immunol! 9514) 
21-38). (Adaptado de P Bouiller y L. O Reilly, 2009 Nal ll ] 


El factor de necrosis tumoral y señales mortales 
relativas estimulan el asesinato celular mediante la 
activación de caspasas 


Aunque la muerte celular puede surgir como un defecto en ausencia 
de factores de supervivencia, la apoptosis también puede ser estimu- 
lada positivamente por la acción de señales mortales. Por ejemplo, el 
factor de necrosis tumoral alfa (TNGo»), que es liberado por macrófa- 
gos, desencadena la muerte celular y la destrucción tisular observada 
en ciertas enfermedades inflamatorias crónicas (véase el Cap. 23). Otra 
señal importante inductora de muerte, el ligando Fas, es una proteína 
de la superficie celular producida por células natural killer activadas y 
por linfocitos T citotóxicos. Esta señal puede desencadenar la muerte 
de células infectadas por virus, algunas células tumorales y células fo- 
ráneas injertadas. 

Tanto TNFoz como el ligando Fas (también llamado ligando CD95), 
descrito en la Figura 21-40, son proteínas presentes en la superficie de 
una célula que se une a receptores de muerte celular sobre una célula 
adyacente. Estos receptores tienen un único dominio transmembrana 
y son activados cuando la unión de un ligando oligomérico trae a la 
proximidad tres moléculas receptoras. El complejo de receptor Fas tri- 
mérico activado luego se une a una proteína citosólica llamada FADD 
(en inglés, Fas-associated death domain: dominio de muerte asociado a 
FAS) a la membrana celular, que luego sirve como un adaptador para re- 
clutar y activar a la caspasa-6, una caspasa iniciadora. Al igual que la otra 
caspasa iniciadora, la caspasa-9, la caspasa-8 es activada por la dimeriza- 
ción seguida por la unión de dos moléculas a las proteínas FADD reclu- 
tadas a un trímero receptor activo. Una vez activada, la caspasa-8 activa 
diversas caspasas efectoras y comienza la cascada de amplificación. 

La caspasa-8 también escinde la proteína BH3-only BID (agonista 
del dominio de muerte que interactúa con BH3). Luego, el fragmento 
t-BID resultante se une a Bcl-2 sobre la membrana mitocondrial exter- 
na, lo que lleva a la formación de un canal Bak/Bax y a la liberación del 
citocromo cal citosol; así también se produce la activación de la vía de 
apoptosis intrínseca (véase la Fig. 21-38). 

Para evaluar la capacidad del receptor Fas para inducir la muerte 
celular, los investigadores incubaron células con anticuerpos contra el 
receptor. Se encontró que estos anticuerpos, que se unen y entrecruzan 
los receptores afines, estimulan la muerte celular, lo cual indica que la 
activación de estos receptores a través de la oligomerización es suficien- 


te para desencadenar la apoptosis. 


CONCEPTOS CLAVES de la Sección 21.4 


Muerte celular y su regulación 


* Todas las células requieren que los factores tróficos prevengan la 
apoptosis y así puedan sobrevivir. En ausencia de estos factores, las cé- 
lulas mueren. 

+ Los estudios genéticos en C. elegans definieron una vía apoptótica evo- 
lutivamente conservada con tres componentes principales: proteínas re- 
guladoras unidas a membrana, proteínas reguladoras citosólicas y pro- 
teasas efectoras llamadas caspasas en vertebrados (véase la Fig. 21-33). 


» Una vez activada, la proteasa apoptótica corta sustrato intracelular 
específico que conduce al fallecimiento de una célula. Las proteínas 
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(p. ej., CED-4, Apaf-1) que unen proteínas reguladoras y caspasas son 
necesarias para la activación de estas últimas (véanse las Figs. 21-33, 
21-34 y 21-39). 

* La supervivencia de las neuronas motoras y sensitivas durante el desa- 
rrollo es mediada por las neurotrofinas liberadas a partir de las tejidos 
diana que se unen a los receptores de proteincinasa Trk sobre los conos 
de crecimiento nervioso (véase la Fig. 21-36), proceso que activa una res- 
puesta antiapoptótica a través de la vía cinasa PI-3 (véase la Fig. 21-38). 
+ La familia Bcl-2 contiene tanto proteínas apoptóticas como antiapop- 
tóticas; la mayoría son proteínas transmembranas de un paso único y 
están involucradas en interacciones proteína-proteína. 


+ En los mamíferos, la apoptosis se puede desencadenar por oligome- 
rización de las proteínas Bax y Bak en la membrana mitocondrial ex- 
terna, lo que lleva a un flujo de salida del citocromo c y de las proteínas 
SMAC/DIABLO al citosol; luego, estas estimulan la activación de las 
caspasas y la muerte celular. 


+ Las moléculas Bcl-2 pueden restringir la oligomerización de Bax y 
Bak, e inhibir así la muerte celular. 


* Las proteínas proapoptóticas BH3-only (p. ej., Puma, Bad) son activa- 
das por estrés ambiental y estimulan la oligomerización de Bax y Bak, 
lo cual permite que el citocromo c escape al citosol, la unión a Apaf-1 y, 
así, la activación de caspasa. 


+ Las interacciones directas entre las proteínas proapoptóticas y anti- 
apoptóticas conducen a la muerte celular en ausencia de factores tró- 
ficos. La unión de factores tróficos extracelulares puede desencadenar 
cambios en estas interacciones y dar como resultado la supervivencia 
celular (véase la Fig. 21-38). 

+ La unión de señales de muerte extracelulares, como el factor de ne- 
crosis tumoral y el ligando Fas, a sus receptores oligomeriza y activa 
una proteína asociada (FADD) que, a su vez, dispara la cascada de las 


caspasa y lleva a la muerte celular. 


Perspectivas para el futuro 


El nacimiento de una célula, la asimetría celular y la muerte celular, que 
se encuentran el corazón del desarrollo, el crecimiento y la curación de 
un organismo, también son fu ndamentales en los procesos de enferme- 
dad, especialmente el cáncer. Por lo general, el nacimiento celular está 
restringido en ubicaciones y momentos específicos, como la capa basal 
de la piel o el meristemo de la raíz. El hígado se regenera cuando existe 
una lesión, pero el cáncer hepático se evita al restringir el crecimiento 
innecesario en otros momentos. 

Algunas células persisten durante la vida del organismo, pero otras 
(como las células sanguíneas y las intestinales) se recambian rápida- 
mente. Muchas células viven durante un momento y luego están pro- 
gramadas para morir y ser reemplazadas por otras que surgen a partir 
de una población de células madre. En la actualidad, se está brindando 
mucha atención a la regulación de las células madre en un esfuerzo por 
comprender cómo se crean y se mantienen las poblaciones celulares 
que se autorrenuevan. Esto tiene implicaciones claras para la repara- 
ción del tejido: por ejemplo, para restaurar las retinas dañadas, los car- 
tílagos desgarrados, el tejido cerebral dañado o los órganos que fallan. 
Una posibilidad interesante es que algunas poblaciones de células ma- 
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regenerar tejidos normalmente son 


nte el desarrollo tardío. De ser así. 
as células podría tornar 


dre con el potencial de generar O 
muerte celular dura 
bloquear selectivam 
ación. ¿Podría l 
mamíferos ser l 
e extremidades y UN 
nuarán proporcional 


eliminadas por 
hallar maneras de 
más probable la regener 
durante el desarrollo de 
capaz de la regeneración d 


Las células ES e ¡PS conti 
dad de información acerca de las moléculas reguladoras (factores de 


enzimas que modifican el DNA, y RNA no 
élulas diferenciarse hacia linajes 
principal en estas células (al 
e de tejido para reemplazar 


ente est 
a eliminación de tales células 


a diferencia entre un anfibio 
mamífero que no lo es? 
ado una gran canti- 


transcripción, cromatina y 
codificante) y que permiten a estas C 
de desarrollo específicos. Pero el interés 


menos en la mente del público) es una fuent ' lot 
uno defectuoso en muchas enfermedades. Diversas patologlas neuro- 


degenerativas como el Alzheimer y el Parkinson apdrian ser curadas si 
las células ES o ¡PS pudieran ser persuadidas a diferenciarse le cultivo 
en neuronas adecuadas y si pudiera hallarse un método para distribuir 
las células nerviosas hasta las regiones apropiadas del cerebro. De ma- 
nera similar, las células ES y las ¡PS pueden formar glóbulos rojos de 
apariencia normal y otros tipos de células sanguíneas en cultivo, pero 
¿son estas células verdaderamente normales y completamente funcio- 


desarrollar un protocolo de bioingeniería para sinte- 
tidades adecuadas para 


estos problemas, que 


nales? ¿Se puede 
tizar estas células con suficiente pureza y en can 
el trasplante en seres humanos? Sin lugar a dudas, 
son la interfase de la ingeniería de tejido y la biología celular y del desa- 
rrollo, se resolverán eventualmente; la cuestión es ¿cuán pronto? 

La muerte celular programada es la base para la eliminación meti- 
culosa de células potencialmente dañinas, como las células inmunitarias 
autorreactivas, que atacan a las células del propio cuerpo, o las neuronas 
que fallan en conectarse de manera adecuada. Los programas de muerte 
celular también han evolucionado como una defensa contra la infección, 
y las células infectadas con virus son asesinadas en forma selectiva en res- 
puesta a señales mortales. Los virus, a su vez, dedican gran parte de su es- 
fuerzo a evadir las defensas del huésped. Fallas en la muerte celular pro- 
gramada pueden llevar a un crecimiento canceroso descontrolado. Las 
proteínas que previenen la muerte de las células cancerosas se tornan de 
esta manera posibles dianas para los fármacos. Como se aprenderá en el 
Capítulo 24, muchos tumores contienen una mezcla de células, algunas 
capaces de sembrar nuevos tumores o continuar creciendo descontrola- 
damente y algunas capaces solo de crecer en el lugar o durante un tiempo 
limitado. En este sentido, el tumor tiene sus propias células madre. En la 
actualidad, dichas células están siendo identificadas y estudiadas y están 
convirtiéndose en vulnerables a la intervención médica. Una opción es 
manipular la vía de la muerte celular al enviar señales que harán que las 
células cancerosas se destruyan a sí mismas. 


Palabras clave 


apoptosis 1007 célula somática 987 


división celular asimétrica 977 
división celular simétrica 977 
| Ml simétrica 977 
LA 5 
célula madre 977 factor trófico 1 006 
célula madre embrionaria familia Bel-2 1011 

(ES) 978 ¡naje celuls 

k ) 97 | linaje celular 978 
célula madre pluripotente línea germinal 987 

| adre ph ¿ na 

inducida (¡PS) 987 Meristemo 995 

stemo 99* 


célula precursora (progenitora) 986 muerte celular programada 979 
y 2ramada >7/* 


apoptosoma 1013 
caspasas 1009 


nicho de célula madre 987 polaridad celular plana (PCP) 1003 


proteína BH3-only 1009 
totipotente 977 


Juripotente 978 
polaridad 997 


Revisión de los conceptos 


1. ¿Qué dos propiedades definen a una célula madre? Distinga entre 
una célula madre totipotente, una célula madre pluripotente y una cé- 
Jula precursora (progenitora). 


2. ¿Dónde se aa las células madre en las plantas? ¿Dónde se loca- 
lizan las celulas madre en los animales adultos? ¿De qué forma difiere el 
concepto de célula madre entre los sistemas animal y vegetal? 


3. En 1997, la oveja Dolly fue clonada mediante una técnica llamada 
transferencia nuclear de célula somática (o clonación por transferencia 
nuclear). Un núcleo de una célula de mamífero adulto se transfirió al 
interior de un Óvulo a partir del cual se había extraído el núcleo pre- 
viamente. Se permitió al óvulo dividirse varias veces en cultivo, luego 
el embrión se transfirió a una madre sustituta, quien parió a Dolly. La 
oveja cionada murió en 2003 después de aparearse y dar a luz a una 
descendencia viable. ¿Qué nos dice la creación de Dolly acerca del po- 
tencial del material derivado de una célula adulta totalmente diferen- 
ciada? ¿Nos dice algo la creación de Dolly acerca del potencial de una 
célula adulta, totalmente diferenciada e intacta? 


4. Identifique si lo siguiente contiene células totipotentes, pluripotentes 
o multipotentes: (a) masa celular interna, (b) mórula, (c) embrión de 
ocho células, (d) trofoectodermo. 

5. Verdadero o falso: las células somáticas diferenciadas tienen la capa- 
cidad de reprogramarse para convertirse en otros tipos de célula. Pro- 
porcione una línea de evidencia analizada en el capítulo que corrobore 
su respuesta. 

6. Explique cómo las células madre intestinales se identificaron pri- 
mero y luego se estableció experimentalmente que eran células madre 
multipotentes. 

7. Explique cómo se demostró experimentalmente 
dre hematopoyéticas eran tanto pluripotentes como capaces de auto- 
rrenovación. 

8. El gusano C. elegans ha probado ser un organismo m 
para estudios de nacimiento celular, asimetría celular y muerte celular. 
¿Qué propiedades de C. elegans lo tornan tan adecuado para estos es- 
tudios? ¿Por qué los investigadores interesados en el desarrollo de ma- 
mífero utilizan tanta información de los experimentos de C. elegans? 

a suele apoyarse en los el 


que las células ma- 


odelo valioso 


9. La división celular asimétric Eneas del 
citoesqueleto para generar O mantener la distribución asimétrica de los 
factores celulares. En S. cerevisiae, ¿qué factor se localiza en el bmp por 
los motores de miosina? En los neuroblastos de Drosophila, ¿qué facto- 


Ñ ae pa 
res se localizan apicalmente mediante los microtúbulos! 
10. Analice el papel de los genes par en la generación de la polaridad 


A-P en el embrión de C. elegans. 
del desarrollo del cerebro en los ratones 


1.5D a di 
¿De qué forma los estudios 
a l enunciado de que la apoptosis es una 


Inactivados (knockout) avalan € 
£ ? 
Vía por defecto en las células neuronales? 


12. Compare y contraste la muerte celular por apoptosis y Necrosis. 


13. Identifique y enumere las funciones de las tres clases generales de 
proteínas que controlan la muerte celular. 

14. Basado en su entendimiento de los acontecimientos que rodean la 
muerte celular, prediga el o los efectos de lo siguiente sobre la capaci- 


dad de una célula para sufrir apoptosis: 
a. CED-9 funcional; CED-3 no funcional 
b. Bax activo y citocromo 6 caspasa-9 no funcional 
c. PI-3 cinasa inactiva; Bad activa 


15. TNF y el ligando Fas se unen a receptores de la superficie celu- 
lar para desencadenar la muerte celular. Aunque la señal de muerte es 
generada externamente a la célula, ¿por qué consideramos la muerte 
inducida por estas moléculas apoptótica en lugar de necrótica? 


16. Prediga los efectos de las siguientes mutaciones sobre la capacidad 
de una célula de sufrir apoptosis: 

a. Mutación en Bad tal que no pueda ser fosforilada por la protein- 
cinasa B (PKB) 


b. Sobreexpresión de Bcl-2 


c. Mutación en Bax tal que no pueda formar hemodímeros 


Una característica común de las células cancerosas es una pérdida de 
función en la vía apoptótica. ¿Cuál de estas mutaciones enumeradas 
arriba esperaría usted encontrar en algunas células cancerosas? 


17. ¿Cómo interactúan los IAP (inhibidor de proteínas apoptóticas) 
con las caspasas para evitar la apoptosis? ¿De qué forma interactúan 
las proteínas mitocondriales con los IAP para evitar la inhibición de 
la apoptosis? 
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Dos tipos principales de células en el sistema nervioso central: neuronas (rojo) 
y células gliales (verde). En esta imagen del desarrollo del nervio óptico de 
ratón, los axones están teñidos con un anticuerpo contra un componente 
principal de la mielina, la proteína básica de mielina, que rodea los largos 
axones. Los oligodendrocitos son un tipo de célula glial que produce la capa 
de mielina, y están teñidos con un anticuerpo específico para el inhibidor de 
PB-catenina en la poliposis adenomatosa colónica. (From B. Emery, 2010, Science 330.779) 


l sistema nervioso regula todas las funciones del cuerpo y es 
asombroso en su complejidad. El cerebro humano adulto (el 
centro de control que almacena, calcula, integra y transmite in- 
formación) pesa 1,3 kg y contiene alrededor de 10'' células nerviosas, 
llamadas neuronas. Estas neuronas están interconectadas por unas 
10'* sinapsis, los puntos de unión en donde dos o más neuronas se co- 
munican. Millones de neuronas especializadas detectan característi- 


cas de los medios externos e internos de los organismos y transmiten 
a su procesamiento y almacenamien- 


gulan la contracción de los músculos 
stema nervioso también contiene 
n el espacio entre las neuronas y 


esta información al cerebro par 
to. Millones de otras neuronas re 
y la secreción de hormonas. El si 
células de la glía, las. cuales ocupa 
modulan sus funciones. 

A pesar de los múltiples tipos y 
cuentran en los metazoos, todas las célu 


formas de neuronas que se en- 
las del sistema nervioso com- 
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Células nerviosas 


parten muchas propiedades comunes. La estructura y función de las 
células nerviosas se entiende con gran detalle, quizás con más pre- 
cisión que cualquier otro tipo de célula. La función de una neurona 
es comunicar información, lo que hace por dos métodos. Las señales 
eléctricas procesan y llevan información dentro de las neuronas, las 
cuales usualmente son células muy alargadas (Fig. 22-1). Los pulsos 
eléctricos que viajan a lo largo de las neuronas se llaman potenciales 
de acción, y la información se codifica como la frecuencia a la que 
estos potenciales se disparan. Debido a la velocidad de transmisión 
eléctrica, las neuronas son campeonas en la transducción de señales, 
mucho más rápidas que las células que secretan hormonas. En con- 
traste con las señales eléctricas que llevan información dentro de una 
neurona, las señales químicas transmiten información entre células, 
utilizando procesos similares a aquellos empleados por otros tipos de 
células señalizadoras (Caps. 15 y 16). 


22.3 Comunicación en las sinapsis 1036 


22.4 Percibiendo el entorno: tacto, dolor, gusto y olfato 1047 


FIGURA 22-1 Morfología típica de dos tipos de 
neuronas de mamíferos. Los potenciales de acción 
surgen en el cono axónico y son conducidos hacia Dendrita 
la terminal axónica. (a) Una interneurona multipolar | 
tiene dendritas profusamente ramificadas, las cuales 
reciben señales en las sinapsis con varios cientos : 
de otras neuronas. Pequeños cambios en el voltaje o Y 
impartidos por señales de entrada en las dendritas E o 
pueden sumarse para originar un potencial de acción 
masivo, el cual comienza en el cono. Un único axón 
largo que se ramifica lateralmente en su terminal 
transmite señales a otras neuronas. (b) Típicamente, 
una neurona motora que inerva una célula muscular 
tiene un único axón largo que se extiende desde el 
cuerpo celular hasta la célula efectora. En neuronas 
motoras de mamiferos, una vaina de mielina aislante 
usualmente recubre todas las partes del axón excepto 
en los nodos de Ranvier y la terminal axónica. La vaina 
de mielina está compuesta de células llamadas alía. > 


(b) Neurona motora 


| 
Dendrita 


En conjunto, la señalización eléctrica y química del sistema ner- 
vioso le permite detectar estímulos externos, integrar y procesar la in- 
formación recibida, enviarla a centros cerebrales superiores y generar 
una respuesta apropiada. Por ejemplo, las neuronas sensoriales tienen 
receptores especializados que convierten distintos tipos de estímulo 
del entorno (esto es, luz, tacto, sonido, olores) en señales eléctricas. 
A continuación, estas se convierten en señales químicas que se trans- 
miten a otras células llamadas interneuronas, las cuales transforman 
la información nuevamente a señales eléctricas. Por último, la infor- 
mación es transmitida a neuronas motoras que estimulan los mús- 
culos o a otras neuronas que estimulan otros tipos de células, como 
glándulas. 

En este capítulo nos centraremos en la neurobiología a nivel celular 
y molecular. Comenzaremos observando la arquitectura general de las 
neuronas y cómo transportan señales. A continuación, nos centrare- 
mos en el flujo de iones, proteínas de canal y propiedades de mem- 
brana: cómo los pulsos eléctricos se mueven rápidamente a lo largo 
de las neuronas. En tercer lugar, examinaremos la comunicación entre 
neuronas: las señales eléctricas que viajan a lo largo de una célula de- 
ben ser traducidas a un pulso químico entre células y luego nuevamen- 
te a una señal eléctrica en las células receptoras. En la última sección 
examinaremos las neuronas en varios tejidos sensoriales, incluyendo 
aquellos que median nuestros sentidos del tacto, el gusto y el olfato. La 

velocidad, la precisión y el poder integrador de la señalización neuronal 
permiten la percepción sensorial precisa y oportuna de un entorno que 
cambia rápidamente. 

Una gran cantidad de información sobre células nerviosas ha sido 
obtenida a partir del estudio de humanos, ratones, nematodos y fa- 
milias con mutaciones que afectan funciones específicas del sistema 
nervioso. Además, la clonación molecular y el análisis estructural de 
proteínas neuronales clave, tales como canales iónicos regulados por 
voltaje y receptores, han ayudado a elucidar la maquinaria celular sub- 
yacente a funciones cerebrales complejas como el instinto, el aprendi- 
zaje, la memoria y las emociones. 
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22.1 Neuronas y glía: componentes básicos 
del sistema nervioso 


En esta sección damos una mirada inicial a la estructura de las neuro- 
nas y cómo estas propagan señales eléctricas y químicas. Las neuronas 
se distinguen por su forma alargada y asimétrica, por la localización 
precisa de sus proteínas y orgánulos y sobre todo por un grupo de pro- 
teínas que controla el flujo de iones a través de la membrana plasmá- 
tica. Debido a que una neurona puede responder a las señales de en- 
trada de múltiples neuronas, generar señales eléctricas y transmitirlas 
a múltiples neuronas, un sistema nervioso tiene poderes considerables 
de análisis de señales. Por ejemplo, una neurona podría pasar una se- 
ñal solo si recibe cinco señales activadoras simultáneas de neuronas de 
entrada. La neurona receptora mide la cantidad total de señal entrante 
y si las cinco señales están aproximadamente sincronizadas. La señal de 
entrada de una neurona a otra puede ser excitadora (se combina con 
otras señales para disparar la transducción eléctrica en la célula recep- 
tora) o inhibidora (descarta dicha transmisión). Así, las propiedades 
y conexiones de neuronas individuales sientan las bases para la inte- 
gración y el refinamiento de la información, y la señal de salida de un 
sistema nervioso es el resultado de las propiedades de su circuito, esto 
es, la red neuronal o interconexiones entre neuronas y la fuerza de estas 
interconexiones. Comenzaremos viendo cómo se reciben y se envían 


las señales, y en partes subsiguientes del capítulo veremos los detalles 
moleculares de la maquinaria involucrada. 


La información fluye a través de las neuronas 
desde las dendritas hacia los axones 


ll o surgen a partir de precursores de neuroblastos más o me- 
nos esféricos. Las neuronas recién nacidas pueden migrar largas distan- 
cias antes de llegar a ser células dramáticamente alargadas. Las neuronas 
plenamente diferenciadas pueden tomar muchas 20 pero por lo 
general comparten ciertas características clave (véase Fig. pe ). El nú- 


ceo Se encuentra en una parte redondeada de la célula llamada cuerpo 
celular. Los procesos de ramificación celular llamados dendritas (del 
griego dendron, árbol) se A en un extremo y son las estructu- 
eS principales en 188 cuales se reciben las señales desde Otras neuronas 
vía sinapsis. Las señales entrantes también se reciben en sinapsis en los 
cuerpos celulares neuronales. Con frecuencia, las neuronas tienen d OS 
dritas extremadamente largas con ramas complejas, NN 
sistema nervioso central (es decir, el cerebro y la mé 
les permite formar sinapsis con, y recibir señales desde, un gran número 
de a neuronas, hasta Ascoñas de miles. De este modo, las ramas den- 
dHticas ridad ani A Mas las señales de muchas células sean 
recibidas e integradas por una única neurona. 

cuanes A DENIOD SS diferencia Por primera vez, el extremo de 
la célula opuesto a las dendritas sufre un crecimiento dramático hacia 
afuera para formar un brazo largo extendido llamado axón, el cual es 
esencialmente un cable de transmisión. El crecimiento de los axones 
debe ser controlado para que se formen conexiones apropiadas, un 
proceso complejo llamado direccionamiento axónico que involucra 
cambios dinámicos en el citoesqueleto y que se analiza en la Sección 
18.8. Los diámetros de los axones varían desde solo un micrómetro en 
algunas neuronas del cerebro humano hasta un milímetro en la fibra 
gigante del calamar. Los axones pueden tener metros de longitud (p. 
ej., en los cuellos de las jirafas), y a menudo están en parte cubiertos 
con un aislante eléctrico llamado vaina de mielina (véase Fig. 22-1b), 
la cual está formada por células llamadas glía. El asilamiento acelera la 
transmisión eléctrica y previene los cortocircuitos. Los extremos cortos 
y ramificados del axón en el extremo de la neurona opuesto a las den- 
dritas son denominados terminal axónica. Aquí es donde las señales se 
transmiten a la siguiente neurona o a otro tipo de célula, tal como una 
célula muscular o secretora de hormonas. La asimetría de la neurona, 
con dendritas en un extremo y una terminal axónica en el otro, es in- 
dicativa del flujo unidireccional de la información desde las dendritas 


en particular en el 
dula espinal). Esto 


hacia los axones. 


La información se mueve a lo largo de los axones 
en forma de pulsos de flujo de ¡ones llamados 


potenciales de acción 


Las células nerviosas son miembros de una clase de células excitables 


que también incluye células musculares, células en el páncreas y algunas 


otras. Como todas las células de metazoos, las excitables tienen un vol- 


taje interno negativo o gradiente de potencial eléctrico a través de sus 
el potencial de membrana (véase Cap. 11). En 


ncial puede convertirse repentinamente en 
el interior de la célula positivo respecto 
mática. El voltaje de membrana en una 
e reposo debido a que es el estado 
establece por bombas ¡iónicas de 
as son las mismas bombas de 
erar un potencial de reposo. 
forma de ATP para mover 


membranas plasmáticas, 
células excitables, este pote 
cero o incluso revertirse, con 
del exterior de la membrana plas 
neurona típica, llamado potencial d 
en el que no hay señal en tránsito, se 
Na'/K* en la membrana plasmática. Est 
¡ones utilizadas por otras células para gen 


Las bombas de iones Na*/K* usan energla en d . K* 
iones Na* positivamente cargados hacia afuera de la célula e ¡ones 


hacia el interior. El subsiguiente movimiento de K* hacia afuera de la 
Célula a través de canales de K* en reposo resulta en una carga neta ne- 
gativa dentro de la célula en comparación con el exterior. El potencial de 
Feposo típico de una neurona es de alrededor de 30 mV. 

Las neuronas tienen un lenguaje propio. Utilizan sus propiedades 
eléctricas únicas para enviar señales que toman la forma de breves cam- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 22-2 El registro de un potencial de membrana 
axónico a lo largo del tiempo revela la amplitud y frecuencia de los 
potenciales de acción. Un potencial de acción es una despolarización 
repentina y transitoria de la membrana, seguida de repolarización al potencial 
de reposo de aproximadamente -60 mV. El potencial de membrana del axón 
puede ser medido con un pequeño electrodo colocado dentro de este (véase 
Fig. 11-19). Este registro muestra a la neurona generando un potencial de 
acción aproximadamente cada 4 milisegundos. 


bios en el voltaje local desde un interior negativo a un interior positivo, 
evento denominado despolarización. Una poderosa oleada de un cam- 
bio de voltaje despolarizante, moviéndose de un extremo de la neuro- 
na hacia el otro, se llama potencial de acción. “Despolarización” es un 
nombre un tanto ambiguo, ya que la neurona repentinamente pasa de 
ser negativa en el interior a neutral o positiva en el interior, lo cual pue- 
de describirse con mayor precisión como despolarización seguida de la 
polarización opuesta (Fig. 22-2). En el pico de un potencial de acción, 
el potencial de membrana puede ser de hasta +50 mV (interior positi- 
vo), una carga neta de alrededor de 110 mV. Como veremos con mayor 
detalle en la Sección 22.2, un potencial de acción se mueve a lo largo del 
axón hacia la terminal axónica a velocidades de más de 100 metros por 
segundo. En los seres humanos, por ejemplo, los axones pueden tener 
más de un metro de largo; sin embargo, se necesitan solo unos pocos 
milisegundos para que un potencial de acción se mueva a lo después de 
su longitud. Las neuronas pueden disparar repetidamente después de 
un breve período de recuperación, por ejemplo, cada 4 milisegundos 
(ms), como en la Figura 22-2. Después de que el potencial de acción 
pasa un sector de la neurona, las proteínas de canal y las bombas restau- 
ran el potencial de reposo negativo interno (repolarización). El proceso 
de restauración persigue al potencial de acción por el axón hasta la ter- 
minal y deja a la neurona lista para enviar nuevamente una señal. 

Los potenciales de acción son “todo o nada”. Una vez que el um- 
bral para comenzar uno es alcanzado, ocurre un disparo completo. 
Por lo tanto, la información de la señal se lleva principalmente no por 
la intensidad de los potenciales de acción, sino por la sincronización 
y la frecuencia de estos. 

Algunas células excitables no son neuronas. La contracción muscu- 
lar se dispara por neuronas motoras que hacen sinapsis directamente 
con células musculares excitables (véase Fig. 22-1b). La secreción de 
insulina de las células beta del páncreas se dispara por neuronas. En 
ambos casos, el evento de activación involucra la apertura de canales de 
membrana plasmática que causan cambios en el flujo transmembrana 
de ¡ones y en las propiedades eléctricas de las células reguladas. 
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La información fluye entre neuronas vía sinapsis 


¿Qué es lo que da inicio a un potencial de acción? Las terminales axó- 
nicas de una neurona están ubicadas muy cercanamente y opuestas a 
las dendritas de otra, en uniones llamadas sinapsis químicas o simple- 
mente sinapsis (Fig. 22-3). 
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FIGURA 22-3 Una sinapsis química. (a) Una región angosta (la hendidura 
sináptica) separa las membranas plasmáticas de las células presináptica y 
postsináptica. La llegada de potenciales de acción en una célula presináptica 
causa la exocitosis en una sinapsis de un pequeño número de vesículas 
sinápticas y libera su contenido de neurotransmisores (círculos rojos). Tras su 
difusión a través de la hendidura sináptica, los neurotransmisores se unen a 
receptores específicos en la membrana plasmática de la célula postsináptica. 
Estas señales despolarizan la membrana postsináptica (volviendo el potencial 
en el interior menos negativo) y tienden a inducir un potencial de acción en 
la célula, o hiperpolarizan la membrana postsináptica (volviendo el potencial 
en el interior más negativo) e inhiben la inducción de un potencial de acción. 
(b) Micrografía electrónica que muestra una dendrita haciendo sinapsis con 
una terminal axónica llena de vesículas sinápticas. En la región sináptica, la 
membrana plasmática de la célula presináptica está especializada para la 
exocitosis de vesículas; las vesículas sinápticas que contienen neurotransmisor 
están agrupadas en estas regiones. La membrana opuesta de la célula 
postsináptica (en este caso, una neurona) contiene receptores para el 
neurotransmisor. (Parte [b] de C. Raine y cols, eds., 1981, Basic Neurochemistry, 3d ed., Little, Brown, 


p. 32) 
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En algunas sinapsis, ele met o 
perpolarizar y, consecuentemente, disminuir la probabilidad de un po- 
tencial de acción en la célula postsináptica. Un único axón en el sistema 


nervioso central puede hacer sinapsis con muchas neuronas e inducir 
respuestas en todas ellas simultáneamente. Por el contrario, algunas ve- 
ces múltiples neuronas deben actuar casi de forma sincronizada sobre 
la célula postsináptica para tener Un impacto lo suficientemente grande 
como para desencadenar un potencial de acción. La integración neuro- 
nal de las señales de despolarización € hiperpolarización determina la 


probabilidad de un potencial de acción. 
De este modo, las neuronas utilizan una combinación de transmi- 


sión eléctrica extremadamente rápida a lo largo del axón con una co- 
municación química rápida entre células. Ahora vamos a ver cómo una 
cadena de neuronas, un circuito, puede lograr una función útil. 


El sistema nervioso utiliza circuitos de señalización 
compuestos por múltiples neuronas 


En animales multicelulares complejos, tales como insectos y mamí- 
feros, las neuronas forman circuitos de señalización que son cons- 
truidos utilizando tres clases básicas de células nerviosas: neuronas 
aferentes, interneuronas y neuronas eferentes. Las neuronas aferen- 
tes, también conocidas como sensoriales o receptoras, transportan 
impulsos nerviosos desde receptores u órganos sensoriales hacia el 
sistema nervioso central (el cerebro y la médula espinal). Estas neu- 
ronas informan un evento que ya ha ocurrido, como la llegada de un 
re de luz o el movimiento de un músculo. Un toque o un estímulo 
oloroso crea una sensación en el cerebro solamente después de que 
la información sobre el estímulo viaja hasta allí a través de rutas ner- 
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FIGURA 22-4 El reflejo rotuliano. 
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Un pequeño golpe de martillo estira el 
dispara actividad eléctrica en la neurona 
o. El potencial de acción, viajando en la 


envía señales hacia el cerebro para que 
seamos conscientes de lo que está sucediendo, y también hacia dos tipos de 


células en el ganglio de la raíz dorsal que está localizado en la médula espinal. 
Una célula, una neurona motora que se conecta de regreso con el cuádriceps 
(rojo), estimula la contracción muscular de manera que patees a la persona 


En un tipo simple de circuito llamado arco reflejo, las interneuro- 
nas conectan múltiples neuronas sensoriales y motoras, lo que permite 
que una neurona sensorial afecte a múltiples neuronas motoras y que 
una neurona motora sea afectada por múltiples neuronas sensoriales; 
de este modo, las interneuronas integran y potencian los reflejos. Por 
ejemplo, el reflejo rotuliano en seres humanos, ilustrado en la Figura 
22-4, implica un complejo arco reflejo en el cual un músculo es esti- 
mulado para contraerse mientras que otro inhibe su contracción. El 
reflejo también envía información al cerebro para anunciar lo que ha 
ocurrido. Tales circuitos permiten que un organismo responda a una 
señal sensorial de entrada a través de la acción coordinada de conjuntos 
de músculos que, juntos, logran un solo propósito. 

Sin embargo, estos circuitos de señalización simple no explican di- 
rectamente las funciones cerebrales superiores como el razonamiento, 
la capacidad de cálculo y el desarrollo de la memoria. En el cerebro, las 
neuronas típicas reciben señales de hasta un millar de otras neuronas 
y, a su vez, pueden dirigir señales químicas a muchas otras. La señal 
de salida del sistema nervioso central depende de las propiedades de 

su circuito: la cantidad de redes, o interconexiones, entre neuronas y 
la fuerza de estas interconexiones. Los aspectos complejos del sistema 
nervioso, como la visión y la conciencia, no pueden ser entendidos a 
nivel de una sola célula, sino solo a nivel de redes de células nerviosas 
que pueden ser estudiadas mediante técnicas de análisis de sistemas. El 
Sistema nervioso está cambiando constantemente; las alteraciones en el 
número y naturaleza de las interconexiones entre neuronas individua- 
les ocurren, por ejemplo, en la formación de nuevas memorias. 


Las células de la glía forman vainas de mielina 
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que martilló tu rodilla. La segunda conexión activa, o “excita”, una interneurona 
inhibidora (negro). La interneurona tiene un efecto de amortiguación que 
bloquea la actividad por medio de una neurona motora flexora (verde) que 
podría, en otras circunstancias, activar los músculos isquiotibiales opuestos al 
cuádriceps. De esta forma, la relajación de los isquiotibiales está acoplada a la 
contracción de los cuádriceps. Este es un reflejo debido a que el movimiento 
no requiere de una decisión consciente. 


conocidas como neuroglía o simplemente glía), las cuales desempeñan 
muchos papeles en el cerebro pero no conducen por sí mismas impul- 
sos eléctricos, superan en número a las neuronas en alrededor de 10 a 
1. De los tres tipos principales de glía, dos producen vainas de mielina, 
el aislante que rodea los axones neuronales (véase Fig. 22-1b): los oligo- 
dendrocitos producen vainas para el sistema nervioso central (SNC), y 
las células de Schwann las producen para el sistema nervioso periférico 
(SNP). Ambos tipos de glía se analizan con mayor detalle en la Sección 
22.2. Los astrocitos, un tercer tipo de glía, proporcionan a las neuronas 
factores de crecimiento y otras señales, reciben señales de neuronas e 
inducen la formación de sinapsis entre neuronas. 

Los astrocitos, llamados así por su forma similar a una estrella 
(Fig. 22-5), constituyen más de un tercio de la masa del cerebro y la 
mitad de las células cerebrales. Los astrocitos rodean muchas sinap- 
sis y dendritas; los canales de Ca?*, K*, Na* y CI encontrados en las 
membranas plasmáticas de astrocitos influencian la concentración de 
iones libres en el espacio extracelular; por lo tanto, afectan los po- 
tenciales de membrana de las neuronas y de los astrocitos mismos. 
Estos últimos producen abundantes proteínas de matriz extracelular, 
algunas de las cuales son utilizadas como referencias de orientación 
por neuronas en migración, y una serie de factores de crecimiento 
que portan una variedad de tipos de información a las neuronas. Los 
astrocitos se unen unos a otros por uniones de hendidura tipo gap, 
de forma que los cambios en la composición de los iones en un astro- 
cito dado sean comunicados a los adyacentes, a distancias de cientos 
de micrones. 

Algunos astrocitos también son reguladores críticos en la forma- 
ción de la barrera hematoencefálica, cuyo propósito es el de controlar 
qué tipos de moléculas pueden salir de la corriente sanguínea hasta el 
cerebro y viceversa (véase Fig. 22-5). Los vasos sanguíneos en el cerebro 
proveen oxígeno, retiran el CO, y suministran glucosa y aminoácidos, 
con capilares que se encuentran a unos pocos micrómetros de cada 
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célula. Estos capilares forman la barrera hematoencefálica, la cual per- 
mite el paso de oxígeno y CO, a través de la pared de células endotelia- 
les pero previene, por ejemplo, que neurotransmisores de transmisión 
sanguínea o algunos fármacos entren en el cerebro. La barrera consiste 
en un conjunto de uniones estrechas (Cap. 20) que interconectan las 
células endoteliales que forman las paredes de los capilares. Los astro- 
citos de los alrededores promueven la especialización de estas células 
endoteliales y las tornan menos permeables que aquellas que se en- 
cuentran en el resto del cuerpo. 


CONCEPTOS CLAVE DE LA SECCIÓN 22.1 


Neuronas y glía: componentes básicos del sistema 
nervioso 


« Las neuronas son células extremadamente asimétricas compuestas 
por múltiples dendritas en un extremo, un cuerpo celular que contiene 
el núcleo, un axón largo y una terminal axónica. 
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Hamsspm, 2006, Nature Rev Neuroscl. 7:41 -53). 


n información desde un extremo al otro utilizando 
o a través de la membrana plasmática. Los proce- 
sos celulares ramificados, dendritas, en UN extremo de za cla reciben 
señales químicas de otras neuronas Y disparan el flujo ue psi La señal 
eléctrica se mueve rápidamente hacia la terminal axónica en el otro 


extremo de la célula (véase Fig. 22-1). 


« Las neuronas lleva 
pulsos de flujo iónic 


- Una neurona en reposo que no transporta ninguna señal tiene bom- 


bas accionadas por ATP que mueven iones a través de la membrana 
plasmática. El movimiento hacia el exterior de iones K* crea una carga 
negativa neta dentro de la célula. Este voltaje es llamado potencial de 


reposo y usualmente es de alrededor de -60 mV (véase Fig. 22-2). 


- Si un estímulo causa que ciertos canales iónicos se abran de mane- 
ra que ciertos iones puedan fluir más libremente, un fuerte pulso de 
cambio de voltaje podría recorrer la neurona desde las dendritas hasta 
la terminal axónica. La célula pasa de estar a —60 mV en el interior a 
+50 mV en el interior, relativo al fluido extracelular. Este pulso se llama 
potencial de acción (véase Fig. 22-2). 


* El potencial de acción viaja a lo largo de la longitud del axón desde 
el cuerpo celular hasta la terminal axónica a velocidades de hasta 100 
metros por segundo. 


* Las neuronas se conectan a través de espacios pequeños llamados si- 
napsis. Dado que un potencial de acción no puede saltar el espacio, en 
la terminal axónica de la célula presináptica la señal es convertida de 
eléctrica a química para estimular a la célula postsináptica. 


* Tras la estimulación por un potencial de acción, la terminal axónica 
libera, por exocitosis, pequeños paquetes de químicos llamados neuro- 
transmisores. Los neurotransmisores difunden a través de la sinapsis y 
se unen a receptores en las dendritas en el otro lado de la sinapsis. Estos 


receptores pueden inducir o inhibir un nuevo potencial de acción en la 
célula postsináptica (véase Fig. 22-3) 
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22.2 Canales iónicos regulados por voltaje 
y la propagación de potenciales de acción 


En el Capítulo 11 aprendimos que un potencial de acción de aproxi- 
madamente 70 mV (cara citosólica negativa) existe a través de la me 
brana plasmática de todas las células, incluyendo células nerviosas en 
reposo. Este potencial de membrana de reposo se genera por el movi- 
miento hacia afuera de ¡ones K* a través de canales de K* no regulados 
en la membrana plasmática y es impulsado por el gradiente de con- 
centración de K* (citosol > medio extracelular). La alta concentración 
citosólica de K* y la baja concentración citosólica de Na*, relativas a 
sus concentraciones en el medio extracelular, se generan por la bom- 
ba Na*/K* de membrana plasmática, la cual utiliza la energía liberada 
por hidrólisis de enlaces fosfoanhídridos en ATP para bombear Na* 
hacia afuera y K* hacia el interior. La entrada de iones de Na* hacia el 
citosol desde el medio es termodinámicamente favorable, impulsada 
tanto por el gradiente de concentración de Na* (medio extracelular > 
citosol) como por el potencial de membrana interno negativo (véase 
Fig. 11-25). Sin embargo, la mayoría de los canales de Na* en la mem- 
brana plasmática están cerrados en células en reposo, por lo que puede 
ocurrir un pequeño movimiento de ¡ones de Na* hacia adentro (Fig. 
22-64). 

Durante un potencial de acción, algunos de estos canales de Na* 
se abren; esto permite el movimiento de ¡ones de Na* hacia el interior, 
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FIGURA 22-6 La despolarización de la membrana plasmática debido 

a la apertura de canales de Na” regulados. (a) En las neuronas en reposo, 
Un tipo de canal de K* no regulado está abierto una parte del tiempo, pero 
numerosos canales de Na* regulados están cerrados. El movimiento de ¡ones 
K* hacia el exterior establece el potencial de membrana negativo interno . 
característico de la mayoría de las células. (b) La apertura de na de Na 
regulados permite un flujo hacia el interior de suficientes ¡ONes Na que causan 
Una reversión del potencial de membrana. En el estado E los | 
Canales de K* regulados por voltaje se abren y posteriormente repolarizan la 
membrana. Nótese que los flujos de iones son muy pequeños como para tener 
mucho efecto en la concentración general de Na* o K*en el citosol o en el 


fluido exterior. 


lo que despolariza la membrana. Los potenciales de acción se propa- 
gan por el axón debido a que un cambio en el voltaje en una parte del 
axón activa la apertura de canales en la siguiente sección de esta. Por 
lo tanto, tales canales regulados por voltaje son el núcleo de la transmi- 
sión neuronal. En esta sección, primero introducimos algunas de las 
propiedades clave de los potenciales de acción, los cuales se mueven 
rápidamente a lo largo del axón desde el cuerpo celular hacia la ter- 
minal. Entonces describimos cómo operan los canales regulados por 
voltaje responsables de la propagación de los potenciales de acción en 
las neuronas. En la última parte de la sección, veremos cómo la vaina 
de mielina, producida por células gliales, aumenta la velocidad y la 
eficiencia de la transmisión eléctrica en células nerviosas. 


La magnitud de los potenciales de acción es 
cercana a E,, y es causada por el flujo de Na* 
hacia el interior a través de canales de Na* 
abiertos 


La Figura 22-6b ilustra cómo el potencial de membrana cambiará si se 
abren suficientes canales de Na* en la membrana plasmática. El flujo 
resultante hacia adentro de ¡ones Na* positivamente cargados hacia el 
citosol compensará con creces el flujo hacia afuera de ¡ones K* a través 
de canales de K* abiertos en reposo. El resultado será un movimiento 
neto de cationes hacia el interior, con generación de un exceso de cargas 
positivas en la cara citosólica de la membrana plasmática y un corres- 
pondiente exceso de cargas negativas en la cara extracelular (debido a 
los iones CI “dejados atrás” en el medio extracelular después del flujo 
hacia adentro de ¡ones Na*). En otras palabras, la membrana plasmá- 
tica se despolariza en grado tal que la cara interna se vuelve positiva 
respecto de la externa. 

Recordemos del Capítulo 11 que el potencial de equilibro de un 
ion es el potencial de membrana en el cual no hay flujo neto de ese 
ion de un lado de la membrana al otro debido al balance de dos fuer- 
zas opuestas, el gradiente de concentración de ¡ones y el potencial de 
membrana. En el pico de despolarización en un potencial de acción, 
la magnitud del potencial de membrana es muy cercana al poten- 
cial de equilibrio del Na*, E, ,, determinado por la ecuación de Nernst 
(Ecuación 11-2), como sería de esperar si la apertura de canales de 
Na* regulados por voltaje fuera responsable de la generación de po- 
tenciales de acción. Por ejemplo, el valor del pico del potencial de 
acción medido para el axón gigante de un calamar es +35 mV, cerca- 
no al valor calculado de E,,, (+55 mV) basado en las concentraciones 
de Na* de 440 mM en el exterior y 50 mM en el interior. La relación 
entre la magnitud de un potencial de acción y la concentración de 
¡ones Na* en el interior y en el exterior de la célula se ha confirmado 
experimentalmente. Por ejemplo, si la concentración de iones Na* en 
la solución que baña el axón del calamar se reduce a un tercio de lo 
normal, la magnitud de la despolarización se ve reducida en 40 mV, 
prácticamente como se predijo. 


La apertura y el cierre secuencial de canales de Na* 
y K* regulados por voltaje generan potenciales de 
acción 

El ciclo de cambios en el potencial de membrana y el regreso al valor de 
reposo que constituye un potencial de acción dura 1-2 milisegundos y 


puede ocurrir cientos de veces por segundo en una neurona típica (véa- 
se Fig. 22-2). Estos cambios cíclicos en el potencial de membrana resul - 
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tan primero de la apertura y el cierre de un número de canales de Na' 
regulados por voltaje (esto es, canales que se abren por un cambio en el 
potencial de membrana) en un segmento de la membrana plasmática 
axónica, y luego, de la apertura y el cierre de canales de K* regulados 
por voltaje. El papel de estos canales en la generación de potenciales de 
acción fue dilucidado en estudios clásicos realizados en el axón gigante 
del calamar, en el cual múltiples microeletrodos pueden insertarse sin 
causar daño a la integridad de la membrana plasmática. Sin embargo, el 
mismo mecanismo básico es utilizado por todas las neuronas. 


Canales de Na* regulados por voltaje Como se acaba de estudiar, 
los canales de Na* regulados por voltaje están cerrados en neuronas en 
reposo. Una pequeña despolarización de la membrana (como ocurre 
cuando un neurotransmisor estimula una célula postsináptica) au- 
menta la posibilidad de que cualquiera de los canales se abra; cuanto 
mayor es la despolarización, mayor es la probabilidad de que un canal 
se abra. La despolarización causa un cambio conformacional en estas 
proteínas de canal que abre una entrada en la superficie citosólica del 
poro, lo que permite que los iones de Na* pasen a través del poro a la 
célula. De este modo, cuanto más grande sea la despolarización inicial 
de la membrana, más canales de Na* regulados por voltaje se abrirán y 
más ¡ones Na* entrarán. 

A medida que los iones Na* fluyen hacia el interior a través de 
canales abiertos, el exceso de cargas positivas en la cara citosólica y 
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Repolarización de la membrana, regreso de las a. hélices sensibles al voltaje a la posición de reposo, 
desplazamiento del segmento inactivador del canal y cierre de la entrada (lento, varios ms) 
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Despolarización inicial, movimiento 


de a hélices sensibles al voltaje, 
apertura del canal (< 0,1 ms) 


FIGURA 22-7 Modelo operacional del canal de Na* regulado por 
voltaje. Como en el canal de K* representado en la Figura 1 1-20, cuatro 
dominios transmembrana en la proteína contribuyen al poro central a través 
del cual los iones se mueven. Los componentes críticos que controlan 

el movimiento de ¡ones Na* se muestran aquí en las vistas de Cortes que 
representan tres de cuatro dominios transmembrana. En el estado cerrado, 
de reposo, las o. hélices sensibles al voltaje, las cuales tienen cadenas laterales 
positivamente cargadas por cada tercer residuo, son atraídas hacia las cargas 
negativas en el lado citosólico de la membrana en reposo. Esto mantiene el 
segmento de la entrada cerca de la cara citosólica en una posición “cerrada” 
que bloquea el canal e impide la entrada de iones Na* (paso MB). En respuesta 
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Movimiento del segmento inactivador 
del canal, inactivación del canal 
(0,5-1,0 ms) 


a una pequeña despolarización, las hélices sensibles al voltaje se mueven a 
través de la bicapa fosfolipídica hacia la superficie externa de la membrana, 

lo que causa un cambio conformacional inmediato en la entrada en la cara 
citosólica de la proteína que abre el canal (paso EJ). Dentro de una fracción 

de milisegundo, el segmento inactivador del csnalss mueve hacia adentro 

del canal abierto, y esto impide el paso de ¡ones adicionales (paso EJ). Una vez 
que la membrana es repolarizada, las hélices sensibles al voltaje regresan a 

la posición de reposo, el segmento inactivador del canal es desplazado de la 
apertura del canal y la entrada se cierra. La proteína vuelve al estado cerrado de 
reposo y puede ser abierta nuevamente por despolarización (paso DD. (véase W A. 


Catterall, 2001, Nature 409:988, y 5. 8, Long y cols, 2007, Nature 450:376) 
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FIGURA EXPERIMENTAL 22-8 La probabilidad de la apertura del canal 
y el flujo de corriente a través de canales de K- regulados por la 
aumenta con la extensión de la despolarización de la membrana 
Estos trazos de fijación de membranas se obtuvieron a partir de regiones de 
membrana plasmática neuronal fijados a tres potenciales diferentes, +50, +20 
y -10 mV. Las desviaciones hacia arriba en la corriente indican la apertura 


de canales de K* y el movimiento de ¡ones K* hacia afuera (desde la cara 


entrada) obstruye el poro central y evita el paso de iones. El canal con- 
tiene cuatro OL hélices sensibles al voltaje; en el estado de reposo, estas 
hélices son atraídas a la superficie interna negativa de la membrana 
plasmática. Una pequeña despolarización de la membrana desenca- 
dena el movimiento de estas hélices sensibles al voltaje hacia las car- 
gas negativas que están formándose en la superficie exoplasmática, lo 
que causa un cambio conformacional en la entrada que abre el canal y 
permite que los iones Na* fluyan. Después de aproximadamente 1 ms, 
el flujo interno adicional de Na* se previene a través del movimiento 
hacia adentro del canal abierto del segmento inactivador del canal en 
la cara citosólica, y así se bloquea cualquier movimiento ulterior de 
iones Na*. Mientras la membrana permanezca despolarizada, el seg- 
mento inactivador del canal permanecerá en la apertura del canal; 
durante este período refractario, el canal está inactivo y no puede ser 
reabierto. Unos pocos milisegundos después de que el potencial de 
reposo interno negativo es restablecido, el segmento inactivador del 
canal se aleja del poro y las U£ hélices sensibles al voltaje vuelven a su 
posición de reposo cerca de la superficie citosólica de la membrana. 
De este modo, el canal regresa a su estado de reposo cerrado, capaz 
de ser abierto una vez más por despolarización. Nótese la importante 
distinción entre canales “cerrados” y aquellos que están “inactivos”, 
representado en la Figura 22-7. 


Canales de K* regulados por voltaje La repolarización de la mem- 
brana que ocurre durante el período refractario se debe mayormente 
a la apertura de canales de K* regulados por voltaje. El aumento sub- 
siguiente en el flujo hacia afuera de K* desde el citosol elimina las car- 
gas positivas en exceso de la cara citosólica de la membrana plasmática 
(la torna más negativa) y de este modo restaura el potencial de reposo 
negativo interno. Durante un breve instante, en realidad la membrana 
se vuelve hiperpolarizada; en el pico de esta hiperpolarización, el po- 
tencial alcanza Ej *l cual es más negativo que el potencial de reposo 
(véase Fig. 22-2). 

La apertura de los canales de K* regulados por voltaje se induce 
por la gran despolarización del potencial de acción. A diferencia de 
los canales de Na* regulados por voltaje, la mayoría de los tipos de 
canales de K* regulados por voltaje permanecen abiertos siempre que 
la membrana esté despolarizada, y cerrados solo cuando el potencial 
de membrana haya regresado a un valor negativo interno. Debido a 
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citosólica hacia la exoplasmática) a través de la membrana. Incrementar la 
despolarización de la membrana (el voltaje de fijación) desde —1 0a=+50 mV 
aumenta la probabilidad de que un canal se abra, el tiempo que permanece 
abierto y la cantidad de corriente eléctrica (número de iones) que pasa a traves 
de él. pA = picoamperes. (De 8. Pallota y cols, 1981, Nature 293:471, as modiñed by B. Hille, 1992, 


lon Channels of Excitable Membranes, 2d ed,, Sinauer, p. 122) 


que los canales de K* regulados por voltaje se abren levemente des- 
pués de la despolarización inicial, a la altura del potencial de acción, a 
veces son llamados canales de K* tardíos. Finalmente, todos los canales 
de Na* y K* regulados por voltaje vuelven a sus estados cerrados de 
reposo. Los únicos canales abiertos en esta condición basal son los de 
K* no regulados que generan el potencial de membrana de reposo, 
el cual pronto regresa a su valor usual de aproximadamente —70 mV 
(véase Fig. 22-6a). 

Mientras el flujo de iones Na* y K* altera el potencial de mem- 
brana dramáticamente mientras es despolarizada, hiperpolarizada y 
repolarizada durante un ciclo de potencial de acción, es importante 
notar que el intercambio de estos iones a través de la membrana es 
pequeño comparado con el número total de iones de Na* y K* en el 
citosol y en el espacio extracelular. Así, la conducción de potenciales 
de acción en las neuronas no requiere directamente las bombas Na*/ 
K* que mantienen sus gradientes de concentración de iones, como 
veremos en breve. 

Los canales de Na* regulados por voltaje son difíciles de estudiar 
usando técnicas de fijación de membranas, pero los trazos de fijación 
de membranas representados en la Figura 22-8 revelan las propieda- 
des esenciales de los canales de K* regulados por voltaje (véase Fig. 
11-22 para una descripción de cómo se fijan membranas). En este ex- 
perimento, pequeños segmentos de membrana plasmática neuronal 
se fijaron a diferentes voltajes y se midió el flujo de cargas eléctricas 
a través en el segmento debido al flujo de iones K* por los canales de 
K* abiertos. Al modesto voltaje de despolarización de —10 mV, los 
canales de la región de membrana se abren en forma infrecuente y 
permanecen abiertos solo por unos pocos milisegundos, a juzgar por 
el número y el ancho de los saltos ascendentes en los trazos, respecti- 
vamente. Además, el flujo de iones a través de ellos es bastante peque- 
ño, tal como se mide por la corriente eléctrica que pasa por cada canal 
abierto (la altura de los saltos). Despolarizar la membrana a +20 mV 
causa que estos canales se abran con aproximadamente el doble de 
frecuencia; también, más iones K* se mueven a través de cada canal 
abierto (la altura de los saltos es mayor) debido a que la fuerza que 
impulsa a los iones K* citosólicos hacia el exterior es mayor a un po- 
tencial de membrana de +20 mV que a uno de —-10 mV. Despolarizar 
la membrana a +50 mV, el valor en el pico de un potencial de acción, 
causa la apertura de más canales de K* y también incrementa el flujo 
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FIGURA 22-9 Conducción unidireccional de un potencial de acción 
debida a la inactivación transitoria de canales de Na* regulados por 
voltaje. En el tiempo 0, un potencial de acción (línea rosa) está en la posición 2 
mm en el axón. Los canales de Na* en esta posición están abiertos (sombreado 
verde) y los iones Na* fluyen hacia el interior. El exceso de ¡ones Na* difunde 

en ambas direcciones a lo largo del interior de la membrana, esparciendo 
pasivamente la despolarización en ambas direcciones (flechas rosas curvadas). 
Pero debido a que los canales de Na* en la posición 1 mm aún están 


de K* a través de ellos. De este modo, al abrirse durante el pico de 
un potencial de acción, estos canales de K* permiten el movimiento 
hacia afuera de ¡ones K* y la repolarización del potencial de mem- 
brana mientras los canales de Na* regulados por voltaje están siendo 
cerrados e inactivados. 

Más de 100 proteínas de canales de K* regulados por voltaje han 
sido identificadas en seres humanos y otros vertebrados. Como dis- 
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inactivados (sombreado rojo), no pueden todavía ser reabiertos por la pequeña 
despolarización causada por la dispersión pasiva. En contraste, los canales de 
Na* en la posición 3 mm “corriente abajo” comienzan a bi Cada región de 
mes Illa (inactiva) por unos pocos milisegundos después de 
pi Le aero bla pasado. De este modo, la despolarización en el 
poÚ dispara potenciales de acción solo corriente abajo. 


A 1 ms, un potencial d iÓ ; 
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rida para la generación de la de ca 
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Los potenciales de acción se propagan 
unidireccionalmente sin disminución 


Un potencial de acción comienza con cambios que ocurren en una pe- 
gueña zona de la membrana plasmática axónica cerca del cuerpo celu- 
lar. En el pico del potencial de acción, la dispersión pasiva de la despo- 
larización de la membrana es suficiente para despolarizar un segmento 
vecino de membrana. Esto causa que algunos canales de Na* regulados 
por voltaje en esta región se abran, lo que de esta manera aumenta la 
extensión de la despolarización en la zona y causa una apertura explo- 
siva de más paña de Na” y la generación de un potencial de acción. 
Esta despolarización pronto desencadena la apertura de canales de K* 
regulados por voltaje y la restauración del potencial de reposo. En con- 
secuencia, el potencial de acción se dispersa como una onda viajera 
lejos de su sitio inicial sin disminución. 

Como se indicó anteriormente, durante el período refractario los 
canales de Na* regulados por voltaje se inactivan por varios milisegun- 
dos. Tales canales refractarios no pueden llevar a cabo movimientos 
de iones y ni abrirse durante este período, incluso si la membrana está 
despolarizada debido a la dispersión pasiva. Como se ilustra en la Figu- 
ra 22-9, la habilidad de los canales de Na* de reabrirse durante el perío- 
do refractario asegura que los potenciales de acción se propaguen solo 
en una dirección, desde el segmento axónico inicial donde se originan 
hasta la terminal axónica. Debido a que los canales de Na* corriente 
arriba de la localización del potencial de acción aún están inactivos, 
no pueden ser reabiertos por la pequeña despolarización causada por 
dispersión pasiva. En contraste, los canales de Na* “corriente abajo” del 
potencial de acción comienzan a abrirse. 

El período refractario de los canales de Na* también limita el nú- 
mero de potenciales de acción que una neurona puede conducir por 
segundo. Esto es importante, ya que es la frecuencia de los potenciales 
de acción la que lleva la información. La reapertura de los canales de 
Na” corriente arriba de un potencial de acción (más próximos al cuer- 
po celular) también se retrasa por la hiperpolarización de la membrana 
que resulta de la apertura de canales de K* regulados por voltaje. 


Las células nerviosas pueden conducir muchos 
potenciales de acción en ausencia de ATP 


La despolarización de la membrana durante un potencial de acción re- 
sulta del movimiento de solo un pequeño número de ¡ones Na” hacia el 
interior de una neurona y no afecta significativamente la concentración 
de Na* intracelular. Una célula nerviosa típica tiene alrededor de 10 
canales de Na* regulados por voltaje por micrómetro cuadrado (pum?) 
de la membrana plasmática. Puesto que cada canal pasa alrededor de 
5 000-10 000 ¡ones durante el milisegundo que está abierto (véase Fig. 
11-23), un máximo de 10* jones por pm? de membrana plasmática se 
moverán hacia adentro durante cada potencial de acción. 

Para evaluar el efecto de este flujo de ¡ones en la concentración ci- 
tosólica de Na* de 10 mM (0,01 mol/L) típica de un axón en estado de 
reposo, nos concentramos en un segmento de axón de 1 micrómetro 
(um) de longitud y 10 ym de diámetro. El volumen de este segmento 
es 78 um?, o 7,8 x 107? litros, y contiene 4,7 X 10? iones de Na*: (107? 
mol/L) (7,8 x 1071 L) (6 x 10% Na*/mol). El área de la superficie de 
este segmento del axón es de 31 pm?, y durante el paso de un potencial 
de acción, 10? iones de Na” entrarán por cada jm? de membrana. Así, 
este flujo hacia adentro de Na" aumenta el número de ¡ones Na* en 
este segmento por solo una parte en alrededor de 1 500: (4,7 x 10”) / 
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(3,1 x 10%). Del mismo modo, la repolarización de la membrana de- 
bida al flujo hacia afuera de ¡ones K' a través de canales de K* regula- 
dos por voltaje no cambia significativamente la concentración de K* 
intracelular. 

Debido a que relativamente pocos ¡ones Na' y K* se mueven a tra- 
vés de la membrana plasmática durante cada potencial de acción, la 
bomba Na*/K* dirigida por ATP que mantiene los gradientes usuales 
de iones no juega un papel directo en la conducción del impulso. Dado 
que los movimientos iónicos durante cada potencial de acción invo- 
lucran solo una fracción de minuto de los ¡ones K* y Na* de la célula, 
una célula nerviosa puede disparar cientos O incluso miles de veces en 
ausencia de ATP, 


Todos los canales iónicos regulados por voltaje tienen estructuras 
similares Habiendo explicado cómo el potencial de acción es depend- 
iente de la apertura y cierre de canales regulados por voltaje, pasamos 
a una disección molecular de estas notables proteínas. Después de de- 
scribir la estructura básica de estos canales, nos concentramos en tres 
preguntas: 


» ¿Cómo detectan estas proteínas cambios en el potencial de membrana? 
+ ¿Cómo se transduce este cambio a la apertura del canal? 


* ¿Qué es lo que causa que estos canales se conviertan en inactivos poco 
después de abrirse? 


El gran descubrimiento inicial en la comprensión de los cana- 
les iónicos regulados por voltaje surgió del análisis de las moscas de 
la fruta (Drosophila melanogaster) que portaban la mutación shaker. 
Estas moscas se sacuden vigorosamente bajo anestesia con éter, lo 
que refleja una pérdida del control motor y un defecto en ciertas 
neuronas motoras que tienen un potencial de acción anormalmente 
prolongado. Los investigadores sospecharon que la mutación shaker 
causaba un defecto en la función de los canales. La clonación del gen 
involucrado confirmó que la proteína defectuosa era un canal de K* 
regulado por voltaje. La mutación shaker impide que el canal mutan- 
te se abra en forma normal e inmediata en la despolarización. Para 
establecer que el gen shaker silvestre codificaba un canal de K*, se uti- 
lizó cCDNA del gen shaker silvestre como molde para producir mRNA 
shaker en un sistema libre de células. La expresión de este mRNA en 
oocitos de rana y estudios por fijación de membranas en la proteína 
de canal recientemente sintetizada mostraron que sus propiedades 
funcionales eran idénticas a aquellas de los canales de K* regulados 
por voltaje en la membrana neuronal, lo que demostró concluyente- 
mente que el gen shaker codifica esta proteína de canal de K*. 

El canal de K* Shaker y la mayoría de otros canales de K* regula- 
dos por voltaje que han sido identificados son proteínas tetraméricas 
compuestas por cuatro subunidades idénticas dispuestas en una con- 
formación en la membrana alrededor de un poro central. Cada subu- 
nidad se construye de seis OL. hélices transmembrana, designadas S1-S6, 
y un segmento P (Fig. 22-10a). Las hélices S5 y S6 y el segmento P son 
estructural y funcionalmente homólogas a aquellas en el canal de K* 
no regulado en estado de reposo analizado anteriormente (véase Fig. 
11-20); las hélices S5 y S6 forman el revestimiento del filtro de selec- 
tividad del K* a través del cual viaja el ion. Las hélices S1-S4 forman 
un complejo rígido que funciona como un sensor de voltaje (con las 
cadenas laterales positivamente cargadas en S4 que actúan como sensor 
primario). El extremo N-terminal de Sl que se extiende “como una 
pelota” al citosol es el segmento inactivador del canal. 
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FIGURA 22-10 Representaciones esquemáticas de las estructuras 
secundarias de canales de K* y Na* regulados por voltaje. (a) Los 

canales de K* regulados por voltaje se componen de cuatro subunidades 
idénticas, cada una con 600-700 aminoácidos, y seis or hélices que atraviesan la 
membrana, S1-S6. El extremo N-terminal de cada subunidad, localizado en el 
citosol y llamado N, forma un dominio globular (esfera naranja) esencial para 
la inactivación del canal abierto. Las hélices S5 y S6 (verde) y el segmento P 
(azul) son homólogas a aquellas en los canales de K* no regulados en estado 
de reposo, pero cada subunidad contiene cuatro al hélices transmembrana 
adicionales. Una de ellas, 54 (rojo), es la a: hélice sensible al voltaje primaria y 


Los canales de Na* regulados por voltaje y los canales de Ca* son 
proteínas monoméricas organizadas en cuatro dominios homólogos, 
I-IV (Fig. 22-10b). Cada uno de estos dominios es similar a una subu- 
nidad de un canal de K* regulado por voltaje. Sin embrago, en contraste 
con los canales de K* regulados por voltaje, los cuales tienen cuatro 
segmentos inactivadores de canal, los canales regulados por voltaje 
monoméricos tienen un único segmento inactivador de canal. Excep- 
to por esta diferencia estructural menor y sus permeabilidades iónicas 
variables, se piensa que todos los canales variables iónicos regulados 
por voltaje funcionan en forma similar y que han evolucionado de una 
proteína de canal monomérica ancestral que contenía seis OL hélices 
transmembrana. Puesto que ninguna estructura molecular está dispo- 
nible para un canal de Ca* regulado por voltaje y solo una lo está para 
un canal de Na* regulado por voltaje cerrado, nuestro estudio se centra 
en los canales de K* regulados por voltaje. 


Las a hélices S4 sensibles al voltaje se mueven en 
respuesta a la despolarización de la membrana 


Nuestra comprensión de la bioquímica de las proteínas de canal está 
avanzando rápidamente debido a las estructuras cristalinas obtenidas 
en época reciente para canales de potasio de bacterias y Shaker y otros 
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es asistida en este papel al formar un complejo estable con las hélices 51-3. 

(b) Los canales de Na* regulados por voltaje son monómeros que contienen 

1 800-2 000 aminoácidos organizados en cuatro dominios transmembrana 
(I-IV) que son similares a las subunidades en los canales de K* regulados por 
voltaje. El único segmento inactivador del canal (esfera naranja) se localiza 

en el citosol, entre los dominios Ill y IV. Los canales de Ca”* regulados por 
voltaje tienen una estructura global similar. La mayoría de los canales iónicos 
regulados por voltaje también contienen subunidades reguladoras ([), no 
representadas aquí. (Parte [a] adaptado de C. Miller, 1992, Curr. Biol. 2:573, y H. Larsson y cols, 199, 
Neuron 16:387; parte [b] adaptado de W. A. Catterall, 2001, Nature 409:988). 


canales. Las proteínas transmembrana son notablemente difíciles de 
producir y cristalizar, y presentan desafíos únicos para el científico. Un 
método utilizado para obtener cristales de estas complicadas proteínas 
de membrana fue rodearlas con fragmentos unidos de anticuerpos mo- 
noclonales [F(ab)'s; Cap. 23]; en otros casos, fueron cristalizadas for- 
mando complejos con proteínas de unión normales. En ambos casos, 
de alguna forma la presencia de estas proteínas solubles en agua en el 
complejo mejoró la formación de cristales. 
le cal renal se E e revelan conformaciones notables de 
Je y su 
se mueven para abrir el canal. Com 
del canal de K* tiene un poro cu 
hélices S5 y S6 (Fig. 22-11a, 
cuatro brazos, 


gleren cómo partes de la proteína 
O ya se ha señalado, el tetrámero 
yas paredes están formadas por las 
he e Por fuera de esa estructura central, 
> uno con hélices S1-S4, se proyectan 
... pap y también interactúan con las partes 
> estas son los sensores de voltaje y están 


en contacto mínim ici 

E o con el poro. Mediciones eléctricas sensitivas Su- 
gIrieron que la apertura de un canal 
canal de K* 


unidas a pr 
la membra 
jos rígidos 


externas de las 


se acompaña del movi de Na* regulado por voltaje O en 
oteínas desde la supe he se La 14 cargas positive 
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FIGURA 22-11 Estructura molecular de un canal de K' sensible al 
voltaje. Los dos diagramas de cintas muestran modelos del canal de potasio 
en los estados (a) abierto y (b) cerrado. Dado que la molécula es un tetrámero 
de la misma subunidad, cuatro copias de cada hélice son visibles. Las cuatro 
ohélices verdes (55) y azules (56) atraviesan la membrana, con el interior de la 
célula como parte inferior y el exterior como parte superior. Nótese cómo las 
hélices están estrechamente empaquetadas en la parte inferior en (b), cerrando 
el canal de manera que el jon K* no pueda atravesarlo (comparar las distancias 
entre las hélices S5 como se muestra por las llaves debajo de [a] y [b)). El 
vinculador 54-55 (naranja), localizado en el citoplasma, conecta la hélice 54 

(no mostrada) con la hélice S5. Para mayor claridad, las hélices 51 a 54 han sido 
omitidas del modelo. Normalmente, estarían atraídas al extremo terminal del 
vinculador 54-55 y sobresaldrían de la molécula. (c) Estructura tridimensional 


la carga positiva y es el sensor de voltaje primario, con una lisina O 
arginina positivamente cargada cada tercer O Cuanta residuo (Fig. 21- 
11d). Las argininas en S4 han sido medidas moviéndose tanto como 
1,5 nm a medida que el canal se abre, lo cual puede compararse con 
los -5 nm de espesor de la membrana O el diámetro de 1,2 nm de la 
propia Ur hélice. 

En el estado de reposo, las cargas positivas en los complejos SSA 
(los remos”) son atraídas hacia las cargas negativas En la cara citosólica 
de la membrana. En la membrana despolarizada, estas mismas cargas 
Positivas se vuelven atraídas a las cargas negativas en la superficie exo- 
plasmática (externa) de la membrana, lo que causa que los remos 51-54 
se muevan parcialmente a través de la membrana (desde la peras 
citosólica a la exoplasmática). Este movimiento se muestra an 
camente en la Figura 22-7 y desencadena un cambio conformaciona 


en la proteína que abre el canal. 


22.2 Canales iónicos regulados por voltaje y la propagación de potenciales de acción 


(b) Cerrado 


S6 estrechamente empaquetadas 


S4-S5 


de las “paletas” sensibles al voltaje que comprenden las hélices 51-54, con los 
cuatro residuos de arginina (R) sensibles al voltaje en 54 (representado en el 
panel d). Estas paletas se mueven desde casi el interior hacia el exterior de la 
membrana en respuesta a la despolarización. Puesto que cada una de ellas está 
unida a un vinculador 54-S5, cada vinculador y su hélice S5 unida se desplaza, 
lo que a su vez mueve las hélices S6, y esto abre el poro. Nótese que el 
vinculador entre 54 y S5 apunta hacia arriba, hacia la superficie exoplasmática 
(el exterior) en el canal abierto (a), empujado hacia arriba por el movimiento 
hacia afuera de las paletas 51-54. En contraste, el vinculador 54-55 apunta hacia 
abajo en el canal cerrado (b) cuando las paletas 51-54 están más próximas a la 
superficie citosólica. (d) Estructura tridimensional de la hélice S4 y el vinculador 
54-55. (Des. B Long, X. Tao, E. B. Campbell, y R. MacKinnon, 2007, Nature 450:376-382). 


El aspecto más inusual de las estructuras de los canales sensitivos 
al voltaje es la presencia de grupos cargados, por ejemplo argininas, 
en contacto con lípidos. La localización del sensor de voltaje ayuda a 
explicar experimentos anteriores en los cuales un canal no sensitivo al 
voltaje se convirtió en un canal que detecta voltaje al adicionarle do- 
minios que detectan voltaje. Tal resultado podría parecer improbable 
si los sensores de voltaje tuvieran que estar profundamente embebidos 
en la estructura central. 

Los estudios con canales de K* Shaker mutantes apoyan la impor- 
tancia de la hélice S4 en la detección de voltaje. Cuando uno o más 
residuos de arginina o lisina en la hélice S4 del canal de K* Shaker fue- 
ron reemplazados con residuos neutros o ácidos, menos cargas posi- 
tivas de lo normal se movieron a través de la membrana en respuesta 
a una despolarización de la membrana; esto indica que, de hecho, 
los residuos de arginina y lisina en la hélice S4 sí se mueven a través 
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FIGURA EXPERIMENTAL 22-12 Experimentos con un canal de K' 


muta ini 
' nte que carece de los dominios globulares N-terminales apoyan 
el modelo de inactivaci 


peer ón cabeza globular-cadena. El canal de K* Shaker 
Y na Mutante que carece de los aminoácidos que componen 
el dominio globular N-terminal fueron expresados en oocitos de Xenopus. 
La actividad de los canales fue controlada por la técnica de fijación de 
membranas. Cuando las regiones fueron despolarizados desde O a +30 mV. el 
canal salvaje se abrió por = 5 ms y luego se cerró (curva roja). El canal mutante 
se abrió normalmente, pero no pudo cerrarse (curva verde). Cuando un 
péptido globular químicamente sintetizado se adicionó a la cara citosólica de 
la región, el canal mutante se abrió normalmente y luego se cerró (curva azul). 
Esto demostró que el péptido añadido inactivó el canal después de que éste 


se abriera y que el dominio alobular no necesita estar unido a la Pp 


roteína para 
poder funcionar. 


(Adaptado de W. N, Zagotta y Cols., 1990, Science 250:568) 


de la membrana. La estructura de la forma abierta de un canal de K* 


regulado por voltaje de mamífero se ha contrastado con la estructura 
cerrada de un canal de K* 


diferente. Los resultados sugieren un mo- 
delo para la apertura y 


el cierre del canal en respuesta a movimientos 
de los sensores de voltaje a través de la membrana (véase Fig. 22-11a, 


b). En el modelo, los sensores de voltaje, compuestos por las hélices 


S1-S4, se mueven en respuesta al voltaje y ejercen una torsión sobre 
una hélice ligadora que conecta S4 con S5: 


* En la conformación de canal abierto, la posición del conector de S4-S5 
fuerza a la hélice S6 para que forme un pliegue cerca de la superficie ci- 
tosólica (azul en la Fig. 22-11a) y el poro interno, cerca de la superficie 
citosólica, está abierto. El diámetro del poro, de 1,2 nm, es suficiente 
para acomodar iones K* hidratados. 

* Cuando la membrana celular es repolarizada y el sensor de voltaje se 
mueve hacia la superficie de membrana citosólica, los conectores de 
S4-S5 (anaranjado en la Fig. 22-11b) se tuercen hacia abajo, hacia el in- 
terior de la célula. En consecuencia, las hélices S6 se enderezan y com- 
primen la parte inferior del canal cerrado. Así, la entrada se compone 


de los extremos que miran hacia el citosol de las hélices S5 y S6, donde 
el poro es más estrecho. 


El movimiento del segmento inactivador del canal 
hacia el poro abierto bloquea el flujo de ¡ones 


Una característica importante de la mayoría de los canales regulados 
por voltaje es la inactivación; esto es, poco después de abrirse se cie- 
rran espontáneamente y forman un canal inactivo que no se reabrirá 
hasta que la membrana esté repolarizada. En el estado de reposo, las 
esferas globulares en el extremo N-terminal de las cuatro subunida- 
des en un canal de K* regulado por voltaje están libres en el citosol 
(Fig. 22-10). Varios milisegundos después de que el canal se abre por 
despolarización, el dominio globular se mueve a través de una aper- 
tura entre dos de las subunidades y se une en un bolsillo hidrófobo 
en la cavidad central del poro, lo cual bloquea el flujo de iones K* 
(Fig. 22-7). Después de unos pocos milisegundos, el dominio glo- 
bular se desplaza del poro, y la proteína se revierte al estado cerrado 
de reposo. Los dominios cabeza globular-cadena en los canales de K* 
son funcionalmente equivalentes al segmento inactivador del canal 
en canales de Na”. 
Los resultados experimentales mostrados en la Figura 22-12 de- 
muestran que la inactivación de canales de K* depende de los domi- 
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nios globulares, que ocurre luego de la apertura del canal y no re- 
quiere de dominios globulares para estar unida en forma covalente a 
la proteína del canal. En otros experimentos, canales de K* mutantes 
carentes de porciones de cadenas de -40 residuos us ESnE clan el 
dominio globular a la hélice S1 se expresaron en oocitos de rana. Me- 
diciones por fijación de membrana de la actividad del canal mostra- 
ron que cuanto más corta es la cadena, más rápida es la inactivación, 
como si una pelota unida a una cadena más corta pudiera moverse 
hacia el interior del canal más fácilmente. De manera inversa, la adi- 
ción de aminoácidos aleatorios para alargar la cadena normal ralenti- 
za la inactivación del canal. 

El único segmento inactivador de canal en los canales de Na* regu- 
lados por voltaje contiene un motivo hidrófobo conservado compuesto 
de isoleucina, fenilalanina, metionina y treonina (véase Fig. 22-10b). 
Como el dominio cabeza globular-cadena en canales de K*, este seg- 


mento se pliega y bloquea el poro por el cual pasa el Na* hasta que la 
membrana se repolariza (véase Fig. 22-7). 


La mielinización incrementa la velocidad de 
conducción del impulso 


Como hemos visto, los potenciales de acción pueden moverse a lo 
largo de un axón amielínico sin disminución a una velocidad de hasta 
1 metro por segundo. Pero incluso tales velocidades rápidas son insu- 


ficientes para permitir los movimientos complejos típicos de los ani- 


males. Por ejemplo, en seres humanos adultos, los cuerpos celulares 


de neuronas motoras que inervan los músculos de la pierna se loca- 
lizan en la médula espinal, y los axones tienen alrededor de un metro 


de longitud. Las contracciones musculares coordinadas re 


queridas 
para caminar, 


: Correr y otros movimientos similares serían imposibles 
si se tardara 1 segundo para que un potencial de acción se mueva des- 
de la médula espinal bajando por el axón de una neurona motora a 
un músculo de la pierna. La solución es envolver las células en aislante 
que incremente la tasa de movimiento de un potencial de acción. El 
aislante se llama vaina de mielina (véase Fig. 22-1b 
una vaina de mielina alrededor de un axón aumenta 
conducción del impulso de 10-100 
tado, 


). La presencia de 
la velocidad de la 


metros por segundo. Como resul- 
en id e 
Una neurona motora humana Uípica, un potencial de acción 


pusne recorrer la longitud de 1 Metro de axón de largo y estimular un 
músculo para que se contraiga dentro de los 0,01 segundos 


No: no mielinizadas, la velocidad de conducción de un 
potencial de acción es apenas Proporcional al diámetro del axón, de- 


bido a que Un axón más grueso tendrá un número mayor de iones que 


pueden difundir. El cerebro humano está repleto de neuronas mielini- 


zadas relativamente pequeñas. Si las neuronas en el cerebro humano no 
estuvieran mielinizadas, sus diámetros axónicos deberían aumentar al- 
rededor de 10 000 veces para lograr las mismas velocidades de conduc- 
ción que en neuronas mielinizadas. Así, los cerebros de los vertebrados 

, 


con 299 RARAS densamente empaquetadas, nunca hubieran podido 
evolucionar sin mielina. 


Los potenciales de acción “saltan” de nodo a nodo 
en axones mielinizados 


La vaina de mielina que rodea un axón se forma por muchas células 
de la glía. Cada región de mielina formada por una célula glial indi- 
vidual se separa de la siguiente región por un área amielínica de la 
membrana del axón de aproximadamente 1 um de largo llamada el 
nodo de Ranvier (o simplemente, nodo; véase Fig. 22-1b). La membra- 
na axónica está en contacto directo con el líquido extracelular solo 
en los nodos, y la cubierta de mielina impide cualquier movimiento 
iónico hacia adentro o hacia afuera del axón, excepto en los nodos. 
Además, todos los canales de Na* regulados por voltaje y los canales 
de K* y todas las bombas Na*/K*, las cuales mantienen los gradientes 
iónicos en el axón, están localizados en los nodos. 

Como consecuencia de esta localización, el movimiento hacia el 
interior de iones Na*que genera el potencial de acción puede ocurrir 
solo en los nodos libres de mielina (Fig. 22-13). El exceso de ¡ones 
positivos citosólicos generados en un nodo durante la despolariza- 
ción de la membrana asociada con el movimiento de Na* hacia el 
citosol como parte de un potencial de acción se dispersa pasivamente 
a través del citoplasma del axón hacia el siguiente nodo con muy poca 
pérdida o atenuación, dado que no pueden atravesar la membrana 
axónica mielinizada. Esto causa que una despolarización en uno de 
los nodos se disperse rápidamente al siguiente nodo e induzca un po- 
tencial de acción allí, lo que permite que el potencial de acción salte 
de nodo en nodo. La transmisión se llama conducción saltatoria. Este 
fenómeno explica por qué la velocidad de conducción en neuronas 
mielinizadas es aproximadamente la misma que aquella en neuro- 
nas amielínicas de diámetro mucho mayor. Por ejemplo, un axón de 
vertebrado de 12 jm de diámetro y uno de calamar de 600 um de 
diámetro conducen impulsos a 12 m/s. 


Dos tipos de glía producen vainas de mielina 


La Figura 22-14 muestra tres tipos principales de células gliales presen- 
de las cuales producen vainas de mielina: 


inas para el sistema nervioso central 


tes en el sistema nervioso, dos 
los oligodendrocitos producen va 
(SNC) y las células de Schwann las producen para el sistema nervioso 
periférico (SNP). Los astrocitos, también mostrados en la figura, faci- 
litan la formación de la sinapsis y la comunicación entre neuronas, y 
fueron analizados en la Sección 22-1. Un cuarto tipo de glía, la micro- 
glía (no mostrada), constituye una parte del sistema inmune del SNC. 
La microglía no está relacionada por linaje con ne 
tipos de glía, y no será analizada. 


uronas O con otros 


Oligodendrocitos Los oligodendrocitos forman la vaina de mielina 
espiral alrededor de los axones del sistema nervioso central (Fig. 
22-14a). Cada oligodendrocito proporciona vainas de mielina a seg- 


mentos de múltiples neuronas. Los componentes proteicos princi- 


22.2 Canales iónicos regulados por voltaje y la propagación de potenciales de acción 
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FIGURA 22-13 Conducción de potenciales de acción en axones 
mielinizados. Debido a que la capa de mielina hace al axón impermeable al 
movimiento iónico a través de la membrana y debido a que los canales de Na* 
regulados por voltaje se encuentran solo en la membrana axónica en los nodos 
de Ranvier, el flujo hacia adentro de iones Na* asociado con un potencial de 
acción puede ocurrir solo en los nodos. Cuando un potencial de acción es 
generado en un nodo (paso IP), los iones positivos en exceso en el citosol, 

los cuales no pueden moverse hacia el exterior a través de la vaina, difunden 
rápidamente a lo largo del axón y causan una despolarización suficiente en el 
siguiente nodo (paso EJ) para inducir un potencial de acción en ese nodo (paso 
EJ. Por medio de este mecanismo, el potencial de acción salta de nodo a nodo 
alo largo del axón. 


pales son proteína básica de mielina y proteína proteolipídica. La 
proteína básica de mielina, una proteína de membrana periférica 
encontrada en los sistemas nerviosos central y periférico (véase Fig. 
22-15), tiene siete variantes de corte y empalme de RNA que codi- 
fican diferentes formas de la proteína. Se sintetiza por ribosomas 
localizados en la vaina de mielina en crecimiento, un ejemplo de 
transporte específico de mRNA a una región celular periférica. La 
localización de mRNA de proteína básica de mielina depende de los 
microtúbulos. 


a El daño a las proteínas producidas por los oligodendrocitos 

UN subyace a una enfermedad neurológica humana frecuente, la 
esclerosis múltiple, usualmente caracterizada por espasmos y debili- 
dad en una o más extremidades, disfunción renal, pérdidas sensoria- 
les localizadas y trastornos de la visión. Este trastorno (la enfermedad 
desmielinizante prototípica) es causado por la pérdida de regiones de 
mielina en áreas del cerebro y la médula espinal. En pacientes con 
esclerosis múltiple, la conducción de los potenciales de acción por las 
neuronas desmielinizadas se ve enlentecida, y los canales de Na* se 
distribuyen hacia el exterior de los nodos, lo que disminuye su con- 
centración nodal. La causa de la enfermedad no es conocida, pero 
parece que involucra la producción de autoanticuerpos (anticuerpos 
que se unen a proteínas corporales normales) que reaccionan con la 
proteína básica de mielina o la secreción de proteasas que destruyen 
las proteínas de mielina. Un ratón mutante, shiverer, tiene una dele- 
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FIGURA 22-14 Tres tipos de células gliales. (a) Un único oligodendrocito 
en el sistema nervioso central puede mielinizar segmentos de múltiples 
axones. Los astrocitos interactúan con las neuronas pero no forman mielina. 


ción de la mayor parte del gen de proteína básica de mielina, lo cual 
da lugar a temblores, convulsiones y muerte prematura. De forma 
similar, mutaciones humanas (enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher) 
y en ratones (jimpy) en el gen que codifica la otra gran proteína de 
mielina del SNC, la proteolipídica, causan la pérdida de oligodendro- 
citos y mielinización inadecuada. Mi 


Células de Schwanmn Las células de Schwann forman vainas de mie- 
lina alrededor de nervios periféricos. Una vaina de mielina de una 
célula de Schwann es una envoltura espiral notable (Fig. 22-14b). Un 
axón largo puede tener tantas como cientos de células de Schwann a 
lo largo de su longitud, y cada una aportan aislamiento de mielina 
a un tramo internodal de axón de aproximadamente 1-1,5 um. Por 
razones que no se comprenden, no todos los axones están mieliniza- 
dos. Las mutaciones que eliminan las células de Schwann en ratones 
causan la muerte de la mayoría de las neuronas. 
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(b) Cada célula de Schwann aísla una sección de un único axón del sistema 
nervioso periférico. (De B. Stevens, 2003, Curr. Biol 13:469, y adaptado de D. L. Sherman y P. Brophy, 


2005, Nature Rev. Neurosc1. 6:683-690. Photos: Cortesía de Varsha Shukia y Doug Field de NIH) 


En contraste con los oligodendrocitos, cada célula de Schwann 
mieliniza solo un axón. Las vainas se componen de aproximadamente 
un 70% de lípidos (ricos en colesterol) y un 30% de proteínas. En el 


sistema nervioso periférico, el componente proteico principal (-80%) 


de la mielina se 11 í as 
ama proteína 0 (P,), una proteína integral de mem- 


brana que tiene dominios de inmunoglobulina (Ig). La proteína bá- 
sica de mielina también es un componente abundante. Los dominios 
lg extracelulares de P, unen las superficies de envolturas secuenciales 
alrededor del axón para compactar el espiral de vaina de mielina (Fig. 
22-15). Otras proteínas tienen este tipo de papel en el SNC. 


SE : me SEE 
y ñ los seres humanos, la mielina periférica, como la del SNC, es 
tana de enfermedades autoinmunitarias 
> 


lo que implica princi- 
palmente la formación de anticuer Í 
pos contra P.. El síndrome de Gui- 


llain-Barré, tambié ¡ : 
, én conocido como polineuropatía desmielinizante 


inflamatoria aguda, es una de esas enfermedades. El síndrome de Gui- 


(a) Axón (b) 


Citosol — 008 


FIGURA 22-15 Formación y estructura de una vaina de mielina en 

el sistema nervioso periférico. (2) A un aumento alto, la membrana de 
mielina espiral especializada aparece como una serie de capas, o lamelas, o 
bicapas lipídicas envueltas alrededor del axón. (b) Vista de cerca de tres capas 
del espiral de membrana de mielina. Las dos proteínas más abundantes 
integrales de mielina, P, y PMP22, son producidas solo por células de Schwann. 
El dominio exoplasmático de una proteína P,, el cual tiene un pliegue de 
inmunoglobulina, se asocia con dominios similares que emanan de proteínas 
p, en la superficie de la membrana opuesta, de este modo "uniendo como una 
cremallera" las superficies de membrana exoplasmática en estrecha aposición. 


llain-Barré es la causa más común de parálisis de aparición temprana y 
ocurre con una frecuencia de 107. La causa es desconocida. El desorden 
neurológico hereditario común llamado enfermedad de Charcot-Marie- 
Tooth, la cual daña las funciones nerviosas periféricas motoras y senso- 
riales, se debe a la sobreexpresión del gen que codifica la proteína 
PMP22, otro componente de la mielina nerviosa periférica. O 


Las interacciones entre la glía y las neuronas controlan la ubi- 
e mielina y el ensamblado de 


cación y el espaciado de las vainas d 
en los nodos de Ranvier. Por 


la maquinaria de transmisión nerviosa 


ejemplo, los canales de Na* regulados por voltaje y las bombas Na*/ 
por medio de interacciones 


ue los detalles del proceso 
dos completamente, un 
dos. En el sistema ner- 
o más estudiados, mo- 
brana de la célula se 
onales de adhesión 


K* se congregan en los nodos de Ranvier 
con proteínas del citoesqueleto. Mientras q 
de ensamblado del nodo no están comprendí 
número de actores clave han sido identifica 
vioso periférico, donde los procesos han sid 
léculas de adhesión a la superficie en la mem 
primero con moléculas neur 
lécula de adhesión celular a la inmunoglobuli- 
rana glial, llamada neurofascina155, contacta 
ntactina y proteína asociada a la contactina, 
s eventos de contacto célula-célula crean 
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Estas interacciones son estabilizadas por la unión de un residuo de triptófano 
en la punta del dominio exoplasmático a lípidos en la membrana opuesta. La 
aposición estrecha de las caras citosólicas de la membrana podría resultar de 

la unión de la cola citosólica de cada proteína P, a fosfolípidos en la membrana 
opuesta. PMP22 podría también contribuir a la compactación de la membrana. 
La proteína básica de mielina (MBP), una proteína citosólica, permanece entre 
las membranas en estrecha aposición a medida que el citosol es empujado 
hacia afuera. (Parte [a] O Science VU/C Raine/Visuals Unimited; parte [b] adaptado de L Shapiro y 
cols, 1996, Neuron 17:435, y E. J. Arroyo y SS. Scherer, 2000, Histochem. Cell Biol. 113:1) 


transmembrana llamada gliomedina que se expresa en la célula glial. 
Los experimentos que eliminaron la producción de gliomedina de- 
mostraron que sin ella los nodos no se forman, por lo que es un 
regulador clave. En el nodo, la ankirina contacta con BIV espectrina, 
un componente mayoritario del citoesqueleto, y ancla así el comple- 
jo proteico del nodo al citoesqueleto. Los canales de Na se asocian 
con naurofascina186, NrCAM y ankyrina G, y atrapan firmemente 
el canal en el segmento nodal de la membrana plasmática del axón 
donde es necesario. Como resultado de estas múltiples interaccio- 
nes proteína-proteína, la concentración de canales de Na* es apenas 
unas 100 veces más alta en la membrana nodal de axones mieliniza- 
dos que en la membrana axónica de neuronas amielínicas. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 22.2 


Canales iónicos regulados por voltaje y la 
propagación de potenciales de acción 


+ Los potenciales de acción son despolarizaciones repentinas de la 
membrana seguidas de una rápida repolarización. 


- Un potencial de acción resulta de la apertura y cierre secuenciales 
de canales de Na* y K* regulados por voltaje en la membrana 
plasmática de neuronas y células musculares (células excitables; 
véase Fig. 22-7). 
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* La apertura de canales de Na* regulados por voltaje permite el flujo 
hacia el interior de iones Na* durante cerca de 1 ms, lo que causa una 
gran despolarización repentina de un segmento de la membrana. Los 
canales luego se cierran y se vuelven incapaces de abrirse (período 
refractario) por varios milisegundos, y esto impide el flujo posterior de 
Na' (véase Fig. 22-7). 
- A medida que el potencial de acción alcanza su pico, la apertura de 
canales de K* regulados por voltaje permite el flujo hacia afuera de ¡ones 
K*, lo cual repolariza y luego hiperpolariza la membrana. A medida que 
estos canales se cierran, la membrana regresa a su potencial de reposo 
(véanse Figs. 22-2 y 22-6). 
« Los cationes citosólicos en exceso asociados con un potencial de 
acción generados en un punto del axón se dispersan pasivamente al 
segmento adyacente y disparan la apertura de canales de Na* regulados 
por voltaje en las inmediaciones y, así, la propagación del potencial de 
acción a lo largo del axón. 
« Debido al período refractario absoluto de los canales de Na* regulados 
por voltaje y a la breve hiperpolarización resultante del flujo hacia 
afuera de K*, el potencial de acción se propaga en una dirección 
solamente, hacia la terminal axónica (véase Fig. 22-9). 
+ Los canales de Na* y Ca? regulados por voltaje son proteínas 
monoméricas con cuatro dominios estructural y funcionalmente 
similares a cada una de las subunidades en los canales de K* regulados 
por voltaje tetraméricos. Cada dominio o subunidad en los canales de 
cationes regulados por voltaje contiene seis O: hélices transmembrana 
y un segmento P no helicoidal que forma el poro selectivo de ¡ones 
(véase Fig. 22-10). 
+ La apertura de canales regulados por voltaje resulta del movimiento 
de las paletas S1-S4 positivamente cargadas hacia el lado extracelular 
de la membrana en respuesta a una despolarización de magnitud 
suficiente (véase Fig. 22-11). 
«El cierre e inactivación de los canales de cationes regulados por voltaje 
resulta del movimiento de un segmento citosólico “en forma de pelota” 
hacia el poro abierto (véase Fig. 22-12a). 
« La mielinización, la cual incrementa la tasa de conducción del impulso 
hasta cien veces, permite el característico empaquetamiento compacto 
de neuronas de los cerebros de los vertebrados. 
«En las neuronas mielinizadas, los canales de Na* regulados por voltaje 
están concentrados en los nodos de Ranvier. La despolarización en un 
nodo se dispersa rápidamente con poca atenuación hacia el siguiente 
nodo, de manera que el potencial de acción salta de nodo a nodo (véase 
Fig. 22-13). 
+ Las vainas de mielina son producidas por células gliales que se 
envuelven a sí mismas en espirales alrededor de las neuronas. Los 
oligodendrocitos producen mielina para el SNG; las células de Schwann, 
para el SNP (véase Fig. 22-14). 


22.3 Comunicación en las sinapsis 


Como ya hemos analizado, los pulsos eléctricos transmiten señales a lo 
largo de las neuronas, pero las señales se transmiten entre neuronas y 
otras células excitables principalmente por medio de señales químicas. 
Las sinapsis son puntos de unión en los que las neuronas presinápticas 
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inhibidora, la unión del neurotransmisor a Un receptor en la célula 
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(generación de un potencial interno más negativo). Típicamente, la hi- 
perpolarización es el resultado de la apertura de canales de CFF o de K* 
en la membrana plasmática postsináptica, lo cual tiende a obstaculizar 
que se genere un potencial de acción. 

Los receptores de neurotransmisores se dividen en dos amplias cla- 
ses: canales iónicos regulados por ligando, los cuales se abren inmedia- 
tamente con la unión del neurotransmisor, y los receptores acoplados a 
proteína G (GPCRs). La unión del neurotransmisor a un GPCR induce 
la apertura o el cierre de una proteína de canal iónico independiente 
durante un período de segundos a minutos. Estos receptores “lentos” 
de neurotransmisores se analizaron en el Capítulo 15 junto con los 
GPCRs que se unen a diferentes tipos de ligandos y modulan la ac- 
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Aquí examinamos la estructura y cómo opera el receptor nicotínico de 
cat encontrado en muchas sinapsis nerviosas musculares. Fue 
el primer canal iónico regulado por ligando en ser puri 
y caracterizado a nivel de y een a 
otros canales IQRICOS regulados por neurotransmisores. 

e ee de la señal del neurotransmisor depende de la can- 
o ol 
como de la frecuencia de los sio A e Po e 
sis. La duración de la señal también d ' a e a ul ll AE 
neurotransmisor no unido sea de pci aa, 

gradado en la hendidura sináptica O 


transportado de regreso a la cé 
célula presinápti 

: AE ca. Las m de la 

célula presináptica, p embranas 


general, la 
ción: de la célula pre a 

La llegada de un pote 
célula presináptica lleva a la 
plasmática sensibles al voltaje 


náptica. . 7 
acción a una terminal axónica en una 


de canales de Ca” de membrana 
cia adentro de Ca”*, lo que 
ación citosólica de Ca” en 
causa una elevación 
la terminal del axón. A SU VEZ» elaus 
la membrana plasmática de pequeñas | 
que contienen neurotransmisores Y asi, 


os neurotransmisores 


s solubles en agua, 


moléculas pequeña 
ptores en la célula 


así c Í í 
an omo la glía, contienen proteínas transporta- 
DA ean neurotransmisores a través de la membrana plas- 
re S 
: greso al interior de la célula, lo que así mantiene bajas las 
oncentraciones extracelulares de transmisor 


En esta secció a 
On nos centraremos primero en cómo se forman las 


sinapsis y cómo contr ió 
y olan la secreción regulada de neurotransmisores 


Célula de 
Schwann | 


Terminal ) 
axónica O : O IN A 
. MO K Vesículas 
Y 0 AHI OA Sinápticas 
E WM: BUTANO ; nl E 
k Y +T 9 LAT ES (ON 2 Membrana basal 
A a SS cajas — en la hendidura 
Fi; j z sináptica 
> Membrana 
plasmática 
del músculo 
Célula 
muscular 


Proteínas 
contráctiles 
del músculo 


en el contexto de los principios básicos del tráfico de vesículas descrito 
en el Capítulo 14. A continuación, veremos los mecanismos que limi- 
tan la duración de la señal sináptica y cómo los neurotransmisores son 
recibidos e interpretados por la célula postsináptica. 


La formación de las sinapsis requiere del 
ensamblado de estructuras pre y postsinápticas 


Los axones se extienden desde el cuerpo celular durante el desarrollo, 
guiados a lo largo del camino por señales desde otras células de manera 
que la terminal axónica alcance la ubicación correcta (véase Sección 
18-8). A medida que los axones crecen, entran en contacto con sus po- 
tenciales células diana, como dendritas u otras neuronas, y a menudo 
se forman sinapsis en dichos sitios. En el SNC, las sinapsis con especia- 
lizaciones presinápticas ocurren frecuentemente a lo largo de todo el 
axón; en contraste, las neuronas motoras forman sinapsis con células 
musculares solo en la terminal del axón. 


Las neuronas cultivadas en aislamiento no formarán sinapsis muy 
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FIGURA 22-16 Vesículas sinápticas en la terminal axónica cercanas 


a la región en la que el neurotransmisor es liberado. n esta sección 
longitudinal a través de una unión neurornuscular, la lámina basal yace en la 
hendidura sináptica separando la neurona de la membrana muscular, la cual 
está extensamente plegada, Los receptores de acetilcolima están concentrados 


en la membrana muscular postsináptica en la parte superior y una parte en 
los lados de los pliegues en la membrana. Una célula de Schwann rodea la 
terminal axónica, (De J E Heuser y T Reese, 1977, en E R Kandel, ed,, The Nervous 9y storm, v0.1 
Handbook of Physiology, Williams and Wilkins, p 266) 


la hendidura sináptica ocurre en la zona activa, una región espe- 
cializada de la membrana plasmática que contiene un ensamblaje 
notable de proteínas cuyas funciones incluyen modificar las pro- 
piedades de las vesículas sinápticas y ponerlas en posición para el 
anclaje y fusión con la membrana plasmática. Vista por microscopia 
electrónica, la zona activa tiene material denso en electrones y fila- 
mentos citoesqueletales finos (Fig. 22-16). Una región similarmente 
densa de estructuras especializadas se ve a través de la sinapsis en la 
célula postsináptica, la densidad postsináptica. Las moléculas de ad- 
hesión celular que conectan las células presinápticas y las postsináp- 
ticas mantienen la zona activa y la densidad postsináptica alineadas. 
Después de la liberación de las vesículas sinápticas en respuesta a un 
potencial de acción, la neurona presináptica recupera las proteínas 
de membrana de vesículas sinápticas por endocitosis tanto dentro 
como fuera de la zona activa. 

El ensamblado de sinapsis ha sido extensamente estudiado en la 
unión neuromuscular (Fig. 22-17). En estas sinapsis, la acetilcolina es 
el neurotransmisor producido por las neuronas motoras, y su recep- 
tor, ACHR, es producido por la célula muscular postsináptica. Los pre- 
cursores de células musculares, los mioblastos, puestos en cultivo se 
fusionarán espontáneamente en miotubos multinucleados que se ven 
similares a células musculares normales. A medida que se forman los 
miotubos, ACHR es producido cerca del centro de la célula e insertado 
en la membrana plasmática del miotubo, donde forma regiones difusas 
de membrana (Fig. 22-174). 

La formación de la sinapsis neuromuscular es un proceso de múlti- 
ples pasos que requiere de interacciones de señalización entre neuronas 
motoras y fibras musculares. Un actor clave es MuSK, un receptor tiro- 
sincinasa que se localiza en las regiones difusas ricas en ACHR de la mem- 
brana plasmática del miotubo. De formas que se desconocen, MuSK 
induce la agrupación de receptores de acetilcolina y sirve para atraer el 
extremo de los axones de neuronas motoras en crecimiento. Por ejemplo, 
la inactivación de MuSK inhibe ambos procesos, mientras que su sobre- 
expresión en células musculares en cultivo induce el crecimiento de neu- 
ronas motoras en todo el músculo y la formación de sinapsis en exceso. 

Otro actor clave es agrina, una glucoproteína sintetizada por neu- 
ronas motoras en desarrollo, transportada en vesículas a lo largo de los 
microtúbulos axónicos y secretada cerca de los miotubos en desarrollo. 
Agrina se une a LRP4, una proteína de un único paso transmembra- 
na; esto estimula una asociación entre LRP4 y MuSK e incrementa la 
actividad cinasa de MuSK (Fig. 22-17b). Esto da lugar a la activación 
de varias vías de transducción de la señal corriente abajo, una de las 
cuales conduce a la activación de Rac y Rho (véase Sección 17-3) y 
a la formación de agrupamientos de receptores de acetilcolina con la 
proteína de citoesqueleto rapsina. Esta interacción, junto con la unión 
de otras proteínas citoesqueletales (incluyendo actina), lleva a la loca- 
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FIGURA 22-17 Formación de la unión neuromuscular. (a) Interacciones 
neurona motora-miotubo. Seguido de la fusión de mioblastos para formar 
miotubos multinucleados, los núcleos sintetizan mRNA de receptor de 
acetilcolina (AChR). Los núcleos cercanos al centro de cada fibra muscular 
sintetizan significativamente más mRNA de AChR que otros núcleos. Los ACHR, 
Junto con los receptores de cinasas MuSK, se acumulan en regiones de la 
membrana cerca del centro de la célula, la región sináptica eventual del 
músculo, previa a e independiente de inervación: se dice que la célula tiene 

un "prepatrón”. La terminal axónica de la neurona motora crece hacia estas 
agrupaciones de ACHR y secreta la glucoproteíina agrina, lo cual a su vez induce 
la agrupación de ACHR (rojo oscuro) y de MuSK alrededor de las terminales 
axónicas (verde) y forma la unión neuromuscular. (Recuadro) Micrografía 

de una sinapsis de un ratón posnatal (3 semanas de edad), vista por tinción 

de axones (neurofilamento) y vesículas sinápticas (sinaptofisina), mostrados 
todos juntos en verde, y ACRR, mostrados en rojo. (b) Señalización corriente 
abajo de los receptores de agrina. Los axones motores secretan agrina, la 

cual estabiliza la diferenciación postsináptica mediante la unión de LRP4 y la 
activación de la actividad cinasa de MuSK. La fosforilación de tirosinas en la 
región de yuxtaposición de membranas, indicada por la P amarilla dentro de 
un círculo, estimula el reclutamiento y la fosforilación de tirosinas de Dok-7, 

una proteína adaptadora que se expresa selectivamente en músculo, forma 

un dímero, estimula así la actividad cinasa de MuSK y recluta la proteína 
adaptadora Crk/Crk-L. Crk/Crk-L es esencial para activar una vía dependiente 
de Rac/Rho y rapsina para la agrupación de AChR opuesta a la terminal axónica 
presináptica; esta vía involucra varias proteínas del citoesqueleto, incluyendo 
actina y miosinas. La vía para la transcripción específica de una sinapsis es 
menos comprendida, pero probablemente involucra la activación dependiente 
de la cinasa JNK de la familia ETS de factores de transcripción que estimulan 

la expresión de múltiples genes que codifican proteínas sinápticas tales como 
receptores de acetilcolina, MuSK, LRP4 y acetilcolinesterasa (ACHE), la enzima 
extracelular que se localiza en la hendidura sináptica y que degrada acetilcolina 
a colina y acetato. (Micrografis de Herbst, P. y cols., 2002, Development, 129:5449-5460) 


lización de receptores de acetilcolina opuesta al extremo nervioso en la 
unión neuromuscular. La densidad de receptores de acetilcolina en una 
sinapsis madura alcanza — 10 000-20 000/um?, mientras que en otra 
parte en la membrana plasmática la densidad es - 10/um?. Otra vía, de 
igual modo no bien comprendida, conduce a la activación de factores 
de transcripción de la familia ETS y a la estimulación de la expresión de 
múltiples genes que codifican proteínas sinápticas tales como rapsina y 
receptores de acetilcolina. 


Los neurotransmisores son transportados a las 


vesículas sinápticas por proteínas de antiporte 
ligadas a H* 


En esta sección, nos fijamos en cómo los neurotransmisores son em- 
paquetados en vesículas sinápticas unidas a la membrana en el extre- 
mo axónico. Numerosas moléculas pequeñas funcionan como neu- 
rotransmisores en varias sinapsis. Con excepción de acetilcolina, los 
neurotransmisores mostrados en la Figura 22-18 son aminoácidos o 
derivados de aminoácidos. Los nucleótidos tales como el ATP y los 
correspondientes nucleósidos, los cuales carecen de grupos fosfato, 
también funcionan como neurotransmisores. En general, cada neu- 
rona produce solo un tipo de neurotransmisor. Mientras que los tipos 
de neurotransmisores son variados y operan en diferentes partes del 
sistema nervioso, toda la señalización por neurotransmisores tiene 
uno o dos resultados: la transmisión de una señal eléctrica o su in- 
hibición. 
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FIGURA 22-18 Estructuras de varias moléculas pequeñas que 
funcionan como neurotransmisores. Con excepción de acetilcolina, todos 


estos son aminoácidos (glicina y glutarnato) o derivados de los aminoácidos 
indicados. Los tres transmisores sintetizados a partir de tirosina, los cuales 
contienen el grupo funcional catecol (destacado en azul), se conocen como 


catecolaminas 


Por ejemplo, la acetilcolina se sintetiza en el citosol a partir de ace- 
til coenzima A (acetil CoA), un intermediario en la degradación de la 
glucosa y ácidos grasos, y la colina en una reacción catalizada por ace- 
tilcolintransferasa: 
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Las vesículas sinápticas captan y concentran acetilcolina del citosol 
contra un gradiente de concentración empinado, utilizando una pro- 
teína antiporte H*/acetilcolina en la membrana vesicular. Como con 
otras proteínas antiporte, la exportación de protones de la vesícula 
en formación a favor de su gradiente electroquímico acciona la cap- 
tación del neurotransmisor. Curiosamente, el gen que codifica este 
antitransportador está contenido completamente dentro del primer 
intrón del gen que codifica acetilcolintransferasa, un mecanismo 
conservado a través de la evolución para asegurar la expresión coor- 
dinada de estas dos proteínas. 

Diferentes proteínas de antiporte H*/neurotransmisor se utilizan 
para el importe de otros neurotransmisores a las vesículas sinápticas. 
Por ejemplo, el glutamato se importa a las vesículas sinápticas median- 
te proteínas llamadas transportadores de glutamato vesicular. Los trans- 
portadores de glutamato vesicular son extremadamente específicos 
para glutamato, pero tienen una afinidad más bien baja por el sustrato 
(K,, = 1-3 mM). Como el transportador de acetilcolina, los transpor- 
tadores de glutamato vesicular son proteínas de antiporte y movilizan 
glutamato hacia las vesículas sinápticas mientras los protones se mue- 
ven en la otra dirección. 


Las vesículas sinápticas cargadas con 
neurotransmisores se localizan cerca de la 
membrana plasmática 


Una conformación altamente organizada de fibras citoesqueletales en 
la terminal axónica ayuda a localizar las vesículas sinápticas en la zona 
activa. Las vesículas mismas están vinculadas entre sí por sinapsina, una 
fosfoproteína fibrosa asociada con la superficie citosólica de todas las 
membranas vesiculares sinápticas. Los filamentos de sinapsina también 
emergen desde la membrana plasmática y se unen a sinapsina asociada 
a vesículas. Estas interacciones probablemente mantienen las vesículas 


22.3 Comunicación en las sinapsis 1039 


O Antiportador de H*-neurotransmisor 


LOS Sinaptotagmina 1 ' 


Canal de Ca?+ 
regulado por voltaje 


Proteína simportadora 


xx. VAMP 
de Na*-neurotransmiso 


Movimiento de la vesícula 
hacia la zona activa 


HE, 


H+ E H+ ó 


0] 


11] Entrada del neurotransmisor 


a E 
ATP e 
+ Bomba de H*clase V 
H E be á 
e ADP +P; A 


Vesícula no 
recubierta 


O 
l o 


o Oo 
Vesícula anclándose ñ o Recuperación de las G 
a sl Na la membrana plasmática vesículas sinápticas O o 
o . por exocitosis á 
o O 
yo==f i Clatri 
ER _ atrina 
nO H+ " . o Í: o A l S 
e... %% M Vesícula 
o o ' recubierta 
Citosol de la A ) ss WM e 4 de clatrina , 
célula o ..te 700 an - Y yoo e o Nat* 
presináptica aj al "y 
NN 1 fi >) E | A A O AS — Membrana 
E por cz E plasmática 
. . . . o . o e 
Hendidura sináptica . la] 5 ..o Dinamina ee 
Toxina Complejo Exocitosis del neurotransmisor TV Recaptación 
botulínica SNARE disparada por el flujo hacia adentro Mutación de neurotransmisor 
Shibire 


de Ca?+ 


FIGURA 22-19 Ciclo de los neurotransmisores y de las vesículas 
sinápticas en las terminales axónicas. La mayoría de las vesículas 
sinápticas se forman por reciclado endocítico, como se esquematiza aquí. 
Típicamente, el ciclo completo dura alrededor de 60 segundos. Paso [l: las 
vesículas no recubiertas expresan una bomba de protones de tipo V (naranja) 
y un solo tipo de antiportador de H*-neurotransmisor (azul), específico para 

el neurotransmisor particular, para importar neurotransmisores (puntos 

rojos) desde el citosol. Paso EJ: las vesículas sinápticas cargadas con el 
neurotransmisor se mueven a la zona activa. Paso El: las vesículas se anclan 

en sitios definidos de la membrana plasmática de la célula presináptica, y 

los v-SNARE de las vesículas, llamados VAMP, se unen a los t-SNARE de la 
membrana plasmática y forman un complejo SNARE. La sinaptotagmina 
impide la fusión de membranas y la liberación de neurotransmisores. La 

toxina botulínica inhibe la exocitosis cortando proteolíticamente a VAMP, 

el v-SNARE en las vesículas. Paso BJ: en respuesta a un impulso nervioso 
(potencial de acción), los canales de Ca” regulados por voltaje en la membrana 
plasmática se abren y permiten el fujo hacia el interior de Ca? desde el medio 
extracelular. El cambio conformacional resultante inducido por Ca** en la 


sinápticas cerca de la parte de la membrana plasmática cuya cara está 
orientada hacia la sinapsis. En efecto, ratones con inactivación de la 
sinapsina, aunque viables, son propensos a convulsiones; durante la es- 
timulación repetitiva de muchas neuronas en tales ratones, el número 
de vesículas sinápticas que se fusionan con la membrana plasmática se 
reduce mucho. En consecuencia, se cree que las sinapsis reclutan vesí- 


culas sinápticas a la zona activa. 
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sinaptotagmina lleva a la fusión de las vesículas ancladas con la membrana 
plasmática y a la liberación de neurotransmisores a la hendidura sináptica. 
La sinaptotagmina no participa en los pasos posteriores del reciclado de 
vesículas o la entrada de neurotransmisor aunque todavía está presente. 
Paso El: las proteínas simportadoras de Na* captan neurotransmisor de la 
hendidura sináptica hacia el citosol, lo cual limita la duración del potencial de 
acción y recarga parcialmente la célula con transmisor. Paso BB: las vesículas 
se recuperan por medio de endocitosis y crean vesículas no recubiertas, listas 
para ser llenadas nuevamente y comenzar el ciclo de nuevo. Después de que 
las vesículas recubiertas de clatrina/AP que contienen proteínas v-SNARE y 
transportadores de neurotransmisores brotan hacia el interior y son pinzadas 
en un proceso mediado por dinamina, pierden sus proteínas de cubierta. Las 
mutaciones en la dinamina tales como shibire en la Drosophila bloquean la 
pee Ia de las vesículas sinápticas, lo que da lugar a la parálisis. A 
iferencia de la mayoría de lo ilcoli e 
(Véase K. Takei y cols, ba J. Cell Biol. ea da lee 
li : ¿V. Murthy y C. Stevens, 1998, Nature 392:497, y R Jahn y 


. 2 . . . 
El flujo de Ca”* hacia el Interior dispara la liberación 
de neurotransmisores 
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proteínas secretadas y de membrana plasmática (Cap. 14). Sin embar- 


o, dos Ísti íticas úni 
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vO a región ey 
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as as. La izació : 
a ; > espolarización de la membrana debida a la 
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; g pd ó pe cción abre estos canales y permite un flujo 
cia adentro de ¡ones ? : 
"e pie ci a” desde el medio extracelular hacia la región 
a terminal axónic ] í dt: 
e | a próxima a las vesículas sinápticas ancladas. Cabe 
r que e + citosóli A 4 
destaca g aumento en Ca” citosólico es localizado. También es 
transitorio, ya que el exceso de Ca? es rápidamente bombeado hacia 
afuera de la célula por bombas de Ca?* de la membrana plasmática. 
Un simple experimento demuestra la importancia de los canales de 
2 ; : “a 
Ca** regulados por voltaje en la liberación de neurotransmisores. Una 
preparación de neuronas en un medio que contiene Ca” se trata con 
tetrodoxina, un agente que bloquea los canales de Na* regulados por 
voltaje y así previene la conducción de potenciales de acción. Como 
se espera, no se secretan neurotransmisores al medio de cultivo. Si la 
membrana axónica es entonces despolarizada artificialmente, haciendo 
que el medio sea de — 100 mM KCL, en presencia de Ca” extracelular, 
los neurotransmisores son liberados desde las células debido al flujo 
hacia adentro de Ca” a través de canales de calcio regulados por voltaje 
abiertos. En efecto, experimentos de fijación de membranas muestran 


(a sa- 
+). Los 


que los canales de Ca?* regulados por voltaje, al igual que los canales de 
Na* regulados por voltaje, se abren transitoriamente con la despolari- 
zación de la membrana. 

Dos grupos de vesículas sinápticas llenas de neurotransmisor están 
presentes en la terminal axónica: aquellas ancladas a la membrana plas- 
mática, las cuales pueden ser exocitadas fácilmente, y la gran mayoría 
que está en reserva en la zona activa cerca de la membrana plasmática. 
Cada aumento en Ca?* generado por la llegada de un único potencial 
de acción dispara la exocitosis de alrededor del 10% de las vesículas 
ancladas. Entonces, las proteínas de membrana únicas de las vesículas 
sinápticas son internalizadas específicamente por endocitosis, por lo 
general mediante los mismos tipos de vesículas recubiertas de clatrina 
utilizadas para recuperar otras proteínas de membrana plasmática por 
otros tipos de células. Luego de que las vesículas endocitadas pierden 
su cubierta de clatrina, son rápidamente llenadas de nuevo con neu- 


rotransmisor. La habilidad de muchas neuronas de disparar 50 veces 


por segundo es una clara evidencia de que el reciclado de proteínas de 


membrana de la vesícula es rápido. La maquinaria de la endocitosis y 
la exocitosis es altamente conservada, y se describe con mayor detalle 


en el Capítulo 14. 


Una proteína de unión al calcio regula la fusión de 
vesículas sinápticas con la membrana plasmática 


La fusión de vesículas sinápticas con la membrana plasmática de la 
terminal axónica depende de SNARE, el mismo tipo de proteínas que 
media la fusión de membranas de otras vesículas secretoras reguladas. 


El principal v-SNARE en vesículas sinápticas (VAMP) une estrecha- 
mente sintaxina y SNAP-25, los principales 1-SNARE en la membrana 
plasmática de la terminal axónica, para formar complejos SNARE de 
cuatro hélices. Después de la fusión, las proteínas SNAP y NSE dentro 
de la terminal del axón promueven la disociación de VAMP de los t- 
SNARE, como en la fusión de vesículas secretoras representada en la 
Figura 14-10. 


Br El mecanismo de acción de la toxina botulínica proporciona una 
evidencia fuerte del papel de VAMP en la exocitosis de neuro- 
transmisor, una proteína bacteriana que puede causar la parálisis y la 
muerte características del botulismo, un tipo de intoxicación alimenti- 
cia. La toxina se compone de dos polipéptidos: uno se une a neuronas 
motoras que liberan acetilcolina en las sinapsis con células musculares 
y facilita la entrada del otro polipéptido, una proteasa, al citosol de la 
terminal axónica. La única proteína que esta proteasa corta es VAMP 
(véase Fig. 22-19, paso EJ). Luego de que la proteasa botulínica entra en 
una terminal axónica, las vesículas sinápticas que aún no están ancla- 
das pierden rápidamente su habilidad de fusionarse con la membrana 
plasmática debido a que el corte de VAMP impide el ensamblado de 
complejos SNARE. El bloqueo resultante en la liberación de acetilcoli- 
na en las sinapsis neuromusculares causa parálisis. Sin embargo, las 
vesículas que ya están ancladas exhiben una notable resistencia a la 
toxina, lo que indica que los complejos SNARE ya podrían estar en un 
estado parcialmente ensamblado y resistente a proteasas cuando las ve- 
sículas están ancladas en la membrana plasmática. 


La señal que dispara la exocitosis de vesículas sinápticas ancladas es 
un aumento muy localizado en la concentración de Ca?” en el citosol 
cercano a las vesículas de 0,1 uM (característico de células en reposo) 
a 1-100 uM tras la llegada de un potencial de acción en células estimu- 
ladas. La velocidad a la cual las vesículas sinápticas se fusionan con la 
membrana presináptica después de un aumento en el Ca?* citosólico 
(menor de 1 ms) indica que la maquinaria de fusión está ensamblada 
por completo en el estado de reposo y que puede experimentar rápida- 
mente un cambio conformacional, lo cual da lugar a la exocitosis del 
neurotransmisor (Fig. 22-20). Una proteína de unión a Ca” llamada 
sinaptotagmina, localizada en la membrana de vesículas sinápticas, es 
un componente clave de la maquinaria de fusión vesicular que dispa- 
ra la exocitosis en respuesta a Ca”*, Se cree que una proteína llamada 
complexina se une al manojo de al hélices de un complejo v-SNARE/t- 
SNARE ensamblado que une la vesícula sináptica y las membranas 
plasmáticas e impide el paso final de fusión. La unión de Ca?* a sinap- 
totagmina alivia esta inhibición al liberar complexina y al permitir que 
el evento de fusión ocurra con mucha rapidez. Mientras se debaten los 
mecanismos por los cuales la sinaptotagmina funciona, la Figura 22-20 
muestra un modelo ampliamente aceptado. 

Varias líneas de evidencia apoyan un papel de la sinaptotagmina 
como sensor de Ca” para la exocitosis de neurotransmisores. Em- 
briones mutantes de Drosophila y C. elegans que carecen por comple- 
to de sinaptotagmina no pueden eclosionar y tienen contracciones 
musculares muy reducidas y descoordinadas. Las larvas con mutacio- 
nes de pérdida parcial de la función de sinaptotagmina sobreviven, 
pero sus neuronas son defectuosas en la exocitosis vesicular estimula- 
da por Ca”*. Por otra parte, en ratones, las mutaciones en sinaptotag- 
mina que disminuyen su afinidad por Ca” causan un correspondien- 
te incremento en la cantidad de Ca” citosólico que se necesita para 
disparar la exocitosis rápida. 
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FIGURA 22-20 Fusión de las vesículas sinápticas con la membrana 
plasmática mediada por sinaptotagmina. Solo unas pocas vesículas 
sinápticas están ancladas a la membrana plasmática presináptica; estas 
están cebadas para la fusión con la membrana plasmática. Las estrechas 
interconexiones entre la vesícula sináptica y la membrana plasmática 

están mediadas en parte por manojos de cuatro oz hélices derivadas de los 
complejos de proteínas v-SNARE de las vesículas y t-SNARE de la membrana 
plasmática (véase Fig. 14-10). La fusión de las dos membranas es inhibida 
por la unión de la proteína complexina al complejo v-SNARE/t-SNARE. La 
sinaptotagmina se compone de una secuencia intraluminal corta, una 

sola a. hélice transmembrana que la ancla a la membrana de la vesícula 
sináptica, un vinculador y dos dominios de unión a Ca** denominados C2A 
y C2B. La sinaptotagmina sin Ca” unido podría también unirse al complejo 
v-SNARE/t-SNARE e impedir la fusión de membranas. Un aumento localizado 
en Ca?* permite que los ¡ones Ca”* se unan a la sinaptotagmina y alteren 

así su conformación tridimensional. Esto dispara la liberación del inhibidor 
de fusión complexina, la unión (o unión modificada) de sinaptotagmina 

al complejo v-SNARE/t-SNARE, la fusión de membranas instantánea y la 
liberación de neurotransmisores hacia el espacio extracelular. (DeT. Sudhof y ). 
Rothman, 2009, Science 323:474.) 


Moscas mutantes carentes de dinamina no pueden 
reciclar las vesículas sinápticas 


Las vesículas sinápticas se forman primariamente por gemación endo- 
cítica de la membrana plasmática de la terminal axónica. En general, la 
endocitosis involucra depresiones recubiertas de clatrina y es bastante 
específica, debido a que varias proteínas de membrana únicas de las 
vesículas sinápticas (transportadores de neurotransmisores) son incor- 
poradas específicamente en las vesículas endocitadas, y las proteínas de 
membrana residentes (el canal de Ca?” sensible a voltaje) permanecen. 
De esta manera, las proteínas de membrana de la vesícula sináptica 
pueden ser reutilizadas y las vesículas recicladas, rellenadas con neuro- 
transmisor (véase Fig. 22-19, paso O. 

Como en la formación de otras vesículas recubiertas de clatrina/ 
AP, el pinzamiento de las vesículas sinápticas endocitadas requiere 
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a GTP dinamina (véase Fig. 14-19). En efe, 
de Drosophila sensible a la temperatyr, 
proteína dinamina de mosc,, 


de la proteína de unión 
to, el análisis de un mutante de 
nadia ca Pa A de la dinamina en la endoc; 

proveyó evidencia temprana vent oC, las moscas mutante o 

tosis. A la temperatura permisiva de 20 S a rg e 
normales, pero a la temperatura NO permisivo ña OS Izan 
(shibire, “paralizado”, en japonés), debido a qu a pa E de 
las depresiones recubiertas de clatrina en neuro a / a cé ts 
está bloqueado. Cuando se observa en el microscopio electr nico, las 
neuronas shi a 30 C exhiben abundantes depresiones recubiertas de 
clatrina con largos cuellos pero pocas vesículas a clatri- 
na. La aparición de terminales nerviosas en E es a tempe- 
ratura no permisiva es similar a aquella de La terminales de neuronas 
normales incubadas en presencia de UN análogo no hidrolizable de 
GTP (véase Fig. 14-20). Debido a su incapacidad de pinzar nuevas 
vesículas sinápticas, en las neuronas en mutantes shi finalmente se 
agotan las vesículas sinápticas cuando las moscas son expuestas a la 
temperatura no permisiva, lo que da lugar al cese de la señalización 
sináptica y a parálisis. 


La señalización en las sinapsis es terminada por la 
degradación o la recaptación de neurotransmisores 


Tras su liberación desde una célula presináptica, los neurotransmiso- 
res deben ser eliminados o destruidos para prevenir la estimulación 
continua de la célula postsináptica. La señalización puede ser termi- 
nada por difusión de un transmisor lejos de la hendidura sináptica, 
pero este es un proceso lento. En su lugar, uno O dos mecanismos más 
rápidos terminan la acción de los neurotransmisores en la mayoría 
de las sinapsis. 

La señalización por acetilcolina se termina cuando es hidrolizada 
a acetato y colina por la acetilcolinesterasa, una enzima localizada en la 
hendidura sináptica. La colina liberada en esta reacción es transportada 
de regreso a la terminal axónica presináptica por el simportador Na'/ 
colina y utilizada en la síntesis de más acetilcolina. El funcionamiento 
de este transportador es similar al de los simportadores vinculados al 
Na” utilizados para transportar glucosa hacia las células en contra de 
un gradiente de concentración (véase Fig. 11-26). 

Con excepción de la acetilcolina, todos los neurotransmisores mos- 
trados en la Figura 22-18 son eliminados de la hendidura sináptica por 
transporte de regreso a la terminal del axón que los liberó. Así, estos 
transmisores son reciclados intactos, como se muestra en la Figura 22- 
19 (paso B).Los transportadores para GABA, noradrenalina, dopami- 
na y serotonina fueron los primeros en ser clonados y estudiados. Estas 
cuatro proteínas de transporte son todas simportadores vinculados al 
Na*. Son idénticas en el 60-70% de sus secuencias aminoacídicas, y Se 
cree que cada una contiene 12 a hélices transmembrana. Como con 
otros simportadores de Na*, el movimiento de Na* hacia la célula a fa- 
vor de su gradiente electroquímico provee la energía para la captación 
del neurotransmisor. Para mantener la electroneutralidad, el CF es a 


menudo transportado a través de un canal iónico junto con el Na” y el 
neurotransmisor. 


7 Los neurotransmisores y sus transportadores son dianas de una 
variedad de fármacos poderosos y a veces devastadores. La cocaí- 
na se une a e inhibe los transportadores para noradrenalina, serotonina 
y dopamina. En particular, la unión de cocaína al transportador de do- 
pamina inhibe la recaptación de dopamina y causa que una concentra: 


ción más alta de lo normal de esta perm 
tica, con lo cual se prolonga ] 
ticas. La exposición sostenida a la co 


antidepresivos fluoxetin 
ción de serotonina, y el 


antidepresivo tricícli j 
e ricíclico desipramina 
recaptación de noradre ] peta 


nali 
pl na Como resultado, estos agentes también 
causan qu concentración de neurotransmisor más alta de lo nor- 


mal permanezca en pa hendidura sináptica y prolongue la estimulación 
de neuronas postsinápticas. A menudo, la flu 


A E oxetina y fármacos que 
actúan en forma similar tales como la paroxeti 


y na (Paxil”) y la sertralina 
(Zoloft”) son referidas colectivamente como inhibidores selectivos de 


la recaptación de serotonina. WM 


La apertura de canales de cationes regulados por 
acetilcolina da lugar a la contracción muscular 


En esta sección vemos cómo la unión de neurotransmisores por los 
receptores en las células postsinápticas lleva a cambios en el potencial 
de membrana de la célula, y se utiliza la comunicación entre neuronas 
motoras y músculos como ejemplo. En estas sinapsis, llamadas uniones 
neuromusculares, la acetilcolina es el neurotransmisor. Una única ter- 
minal axónica de una neurona motora de rana puede contener un mi- 
llón o más de vesículas sinápticas, cada una con 1000-10 000 moléculas 
de acetilcolina. Con frecuencia, estas vesículas se acumulan en hileras 
en la zona activa (véanse Figs. 22-16 y 22-17). Una neurona de este tipo 
puede formar sinapsis con una única célula de músculo esquelético en 
varios cientos de puntos. 

El receptor nicotínico de acetilcolina, el cual es expresado en células 
musculares, es un canal regulado por ligando que admite tanto K* como 
Na”. Estos receptores también son producidos en neuronas cerebrales 
y tienen importancia en el aprendizaje y la memoria; la pérdida del 
receptor de acetilcolina se observa en la esquizofrenia, la epilepsia, la 
adicción a las drogas y la enfermedad de Alzheimer. Los anticuerpos 
contra los receptores de acetilcolina constituyen una parte mayoritaria 
de la reactividad autoinmunitaria en la enfermedad miastenia grave. El 
receptor recibe su nombre debido a que se une a la nicotina. Ha sido 
implicado en la adicción a la nicotina en fumadores de tabaco. Existen 
al menos 14 isoformas diferentes del receptor, las cuales se ensamblan 
en homo y heteropentámeros con propiedades variadas. 

El efecto de la acetilcolina en este receptor puede determinarse 
por estudios de fijación de membranas en regiones de membranas 
plasmáticas musculares aislados con el exterior hacia afuera. La fi- 
jación de membranas con el exterior hacia afuera es una técnica que 


mide los efectos de los solutos extracelulares en los receptores de ca- 


nal dentro de la región aislada (véase Fig. 11-22c). Tales mediciones 


han mostrado que la acetilcolina causa la apertura de un canal ca- 
tiónico en el receptor capaz de transmitir 15 sica 000 iones Na* y 
K* por milisegundo. Sin embargo, ya que el potencial de e nl 4 
membrana plasmática muscular es cercano a E, el potencial de ul 
librio del potasio, la apertura de los canales receptores de acetilcolina 
provoca un pequeño aumento en el flujo hacia afuera de ¡ones K*. Por 
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FIGURA 22-21 Activación secuencial de canales iónicos regulados 

en una unión neuromuscular. La llegada de un potencial de acción a la 
terminal de una neurona motora presináptica induce la apertura de canales de 
Ca* regulados por voltaje en la neurona (paso IM) y la liberación subsiguiente 
de acetilcolina, lo cual dispara la apertura de los receptores de acetilcolina 
regulados por ligando en la membrana plasmática muscular (paso EJ). El canal 
de receptor abierto permite un flujo de Na* hacia el interior y un flujo hacia el 
exterior de K* desde la célula muscular. El flujo hacia adentro de Na* produce 
una despolarización localizada de la membrana y conduce a la apertura de 
canales de Na* regulados por voltaje y a la generación de un potencial de 
acción (paso EJ). Cuando la despolarización que se está propagando alcanza 
los túbulos transversos, es detectada por canales de Ca* regulados por voltaje 
en la membrana plasmática. Por medio de un mecanismo que se desconoce 
(indicado como ¿?), estos canales permanecen cerrados pero influencian los 
canales de Ca** en la membrana del retículo sarcoplasmático (un entramado 
de compartimientos unidos a la membrana en el músculo) los cuales liberan 
el Ca* almacenado hacia el citosol (paso EJ). El aumento resultante en el Ca” 
citosólico causa la contracción muscular por mecanismos analizados en el 
Capítulo 17. 


otra parte, los iones Na* fluyen a la célula muscular impulsados por el 
gradiente electroquímico de Na”. 

El aumento simultáneo en la permeabilidad a los iones Na* y K* 
seguido de la unión de acetilcolina produce una despolarización neta 
a aproximadamente —15 mV del potencial de reposo muscular de -85 
a -90mV. Como se muestra en la Figura 22-21, esta despolarización 
localizada de la membrana plasmática muscular dispara la apertura de 
canales de Na* regulados por voltaje, lo que da lugar a la generación y 
conducción de un potencial de acción en la membrana de superficie 
de la célula muscular por medio de los mismos mecanismos descritos 
previamente para las neuronas. Cuando la despolarización de la mem- 
brana alcanza los túbulos transversos (véase Fig. 17-34), que son inva- 
ginaciones especializadas de la membrana plasmática, aparentemente 
actúa sobre los canales de Ca** en la membrana plasmática sin causar 
que se abran. De alguna manera, esto provoca la apertura de canales de 
liberación de Ca** adyacentes en la membrana del retículo sarcoplás- 
mico. El flujo subsiguiente de ¡ones Ca?” almacenados desde el retículo 
sarcoplásmico hacia el citosol eleva la concentración citosólica de Ca?* 
lo suficiente como para inducir la contracción muscular. 
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22.3 Comunicación en las sinapsis 


El control cuidadoso del potencial de membrana de la mem- 
brana muscular en una sinapsis con una neurona motora colinér- 
gica ha demostrado despolarizaciones espontáneas, intermitentes 
y aleatorias de - 2 ms y aproximadamente 0,5-1,0 mV en ausencia 
de estimulación de la neurona motora. Cada una de estas despo- 
larizaciones es causada por la liberación espontánea de acetilco- 
lina desde una única vesícula sináptica en la neurona. En efecto, 
la demostración de tales pequeñas despolarizaciones espontáneas 
condujo a la noción de la liberación cuántica de acetilcolina (más 
tarde aplicada a otros neurotransmisores) y de este modo a la hipó- 
tesis de la exocitosis vesicular en las sinapsis. La liberación de una 
vesícula sináptica que contiene acetilcolina resulta en la apertura de 
alrededor de 3 000 canales iónicos en la membrana postsináptica, 
muy lejos del número necesitado para alcanzar la despolarización 
umbral que induce un potencial de acción. Claramente, la estimu- 
lación de la contracción muscular por una neurona motora requie- 
re la liberación simultánea cercana de acetilcolina desde numerosas 
vesículas sinápticas. 


Las cinco subunidades en el receptor nicotínico 
de acetilcolina contribuyen al canal iónico 


El receptor de acetilcolina de músculo esquelético es una proteína pen- 
tamérica con una composición de subunidades de a,Byó. Estos cuatro 
tipos de subunidades diferentes tienen una homología de secuencia 
considerable entre sí; en promedio, aproximadamente el 35-40% de los 
residuos en cualquiera de las dos subunidades es similar. El receptor 
completo tiene simetría quíntuple, y el canal catiónico real es un poro 
central cónico revestido por segmentos homólogos de cada una de las 
cinco subunidades (Fig. 22-22). 

El canal se abre cuando el receptor une cooperativamente dos 
moléculas de acetilcolina a sitios localizados en las interfases de las 
subunidades a$ y Oy, como se muestra en la Figura 22-22a. Una 
vez que la acetilcolina se une a un receptor, el canal se abre en unos 
pocos microsegundos. Estudios de medición de la permeabilidad 
del receptor a diferentes cationes pequeños sugieren que el canal 
iónico abierto tiene en su parte más angosta aproximadamente 
0,65-0,80 nm de diámetro, de acuerdo con las estimaciones a partir 
de micrografías electrónicas. Esto podría ser suficiente para per- 
mitir el paso de ambos ¡ones Na” y K” con su capa de moléculas de 


agua asociada. 


FIGURA 22-22 Estructura tridimensional del receptor nicotínico de 
acetilcolina. La estructura molecular tridimensional del receptor nicotínico de 
acetilcolina Torpedo como se ve (a) desde la hendidura sináptica y (b) paralela 
al plano de la membrana. Para mayor claridad, solamente las dos subunidades 
frontales, a y y, están destacadas en (b) (colores: az, rojo; B, verde; y, azul; 8, azul 
claro). Los dos sitios de unión a acetilcolina están ubicados aproximadamente 
a 3 nm de la superficie de la membrana y están destacados en amarillo; solo 

el que está en la interfaz ory se muestra en el panel b. (C) Modelo en corte 
esquemático del receptor pentamérico en la membrana Cada subunidad tiene 
cuatro ar hélices que atraviesan la membrana, M1-Ma4; la ar hélice M2 (rojo) mira 
hacia el poro central. Las cadenas laterales de glutamato y aspartato forman 
dos anillos de cargas negativas, uno en cada extremo de las hélices M2, que 

an a excluir a los aniones del canal y a atraer cationes. La entrada, la cual 


ayud 
unión de acetilcolina, yace dentro del poro. (Partes (a] y [b] de M Unwan 


se abre por la 
2005, J Mol Brol 3460/89) 
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de aspartato negativamente cargados o glutamato se locali; 
extremo, cercanos a las caras de la membrana, pa Calizan en cada 
serina O treonina están próximos al centro. Los re 
colina mutantes en los cuales un único glutamato 
yamente cargado en una de las hélices M2 se re 
positivamente cargada han sido expresados en 
ciones tomadas por fijación de me 
nas modificadas pueden funcionar c ) e a 
¡ones que las atraviesan durante el ha Pa a pta o A 
mayor es el número de residuos de Paba O es reducido. Cuanto 
(en una o en múltiples hélices M2), ma : A Ñ ed matas 
ductividad iónica. Estos debaateyes se A a A sd 
s sugieren que los residuos 
de SAR y glutamato forman un anillo de cargas negativas en la 
superficie externa del poro que ayuda a repeler aniones y a atraer 
jones Na* O al a medida que entran en el canal. Un anillo similar de 
cargas negativas que tapiza la superficie citosólica del poro también 
contribuye a seleccionar cationes para el paso. 

Los dos sitios de unión a acetilcolina en el dominio extracelular 
del receptor se encuentran a — 4-5 nm de la superficie de la membrana 
(véase Fig. 22-22b). Por lo tanto, la unión de acetilcolina debe disparar 
cambios conformacionales en las subunidades del receptor que causen 
la apertura del canal a cierta distancia de los sitios de unión. Los re- 
ceptores en membranas postsinápticas aisladas pueden ser atrapados 
en el estado abierto o cerrado por congelamiento rápido en nitrógeno 
líquido. Imágenes de microscopia electrónica de tales preparaciones 
sugieren que las cinco hélices M2 rotan en relación con el eje vertical 
del canal durante la apertura y el cierre. 

Hemos analizado la unión neuromuscular como un excelente 
ejemplo de cómo los neurotransmisores y sus receptores trabajan. Al 
igual que la acetilcolina, el glutamato, un neurotransmisor principal en 
el cerebro de los vertebrados, utiliza dos tipos de receptores. Una clase, 
denominada receptores de glutamato ¡onotrópicos, son canales regu- 
lados por ligando que permiten el flujo de K*, Na” y en ocasiones Ca” 
en respuesta a la unión de glutamato y que trabajan según los mismos 
principios que el ACHR. El glutamato también se une a una segunda 
clase de receptores, acoplados a proteínas G. Más tarde en este capítulo, 
veremos cómo tales receptores acoplados a proteínas G (GPCR) y los 


canales iónicos funcionan como receptores para odorantes y sustancias 
tivan varias células nerviosas sensoriales. 


eurotransmisores, canales iónicos y 
funcionan en el cerebro requeriría 


arios residuos de 
ceptores de acetil- 
O aspartato negati- 
emplaza por una lisina 
oocitos de rana. Medi- 
mbranas indican que tales proteí- 


estimuladoras del gusto que ac 
¡Cubrir todos los receptores de n 
otras proteínas de señalización que 
un libro mucho más grande que este! 


Las células nerviosas toman una decisión todo 


O nada para generar un potencial de acción 


En la unión neuromuscular, virtualmente todo potencial a no 
en la neurona motora presináptica dispara un potencial de acción 
en la célula muscular postsináptica que se propaga a lo largo sE la 
fibramuscular. La situación en las sinapsis entre neuronas, en espe- 
cial en las del cerebro, es mucho más compleja debido a que la neu- 
rona postsináptica comúnmente recibe señales a on ere 
presinápticas. Los neurotransmisores liberados es , , pl 
presinápticas podrían unirse a Un receptor e ci 
Postsináptica y abrir de este modo un a qe a -n po ide 
O iones Na* y K*. Los receptores de acetilcolina y glutam 


estudiados son ejemplos de receptores excitadores, y la apertura de 


tales canales iónicos conduce a la despolarización de la membra- 
na plasmática postsináptica, lo cual promueve la generación de un 
potencial de acción. En contraste, la unión de un neurotransmisor 
a un receptor inhibidor en la célula postsináptica causa la apertura 
de canales de Ca** o CI, y da lugar a un flujo hacia afuera de iones 
CI. En cualquier caso, el flujo de iones tiende a hiperpolarizar la 
membrana plasmática, lo cual inhibe la generación de un potencial 
de acción en la célula postsináptica. 

Una única neurona puede ser afectada simultáneamente por seña- 
les recibidas en múltiples sinapsis excitadoras e inhibidoras. La neuro- 
na integra estas señales de manera continua y determina si generar O 
no un potencial de acción. En este proceso, las varias pequeñas despo- 
larizaciones e hiperpolarizaciones generadas en las sinapsis se mueven 
a lo largo de la membrana plasmática desde las dendritas hasta el cuer- 
po celular y luego al cono axónico, donde son sumadas todas juntas. 
Un potencial de acción se genera siempre que la membrana en el cono 
axónico se vuelva despolarizada a un cierto voltaje, el cual puede ser 
diferente para distintas neuronas, llamado potencial umbral (Fig. 22- 
23). De este modo, un potencial de acción es generado de manera todo 
o nada: la despolarización que alcanza el umbral siempre da lugar a 
un potencial de acción, mientras que cualquier despolarización que no 
alcance el potencial umbral nunca lo inducirá. 

Que una neurona genere un potencial de acción en el cono axónico 
depende del balance de la sincronización, la amplitud y la localización 
de todas las señales de entrada que recibe; este cómputo de la señal es 
diferente para cada tipo de neurona. En cierto modo, cada neurona 
es una pequeña conversión analógica a digital que promedia todas las 
activaciones de los receptores y perturbaciones eléctricas en su mem- 
brana (analógica) y toma una decisión sobre si disparar o no (digital) 
un potencial de acción y conducirlo por el axón. Un potencial de acción 
siempre tendrá la misma magnitud en cualquier neurona en particular. 
Como hemos notado, la frecuencia con la cual los potenciales de acción 
son generados en una neurona particular es un parámetro importante 
en su habilidad para señalar otras células. 


Las uniones de hendidura de tipo gap permiten que 
ciertas neuronas se comuniquen directamente 


Las sinapsis químicas que emplean neurotransmisores permiten co- 
municaciones en un sentido a una velocidad razonablemente alta. Sin 
embargo, algunas veces las señales van de célula a célula eléctrica- 
mente, sin la intervención de sinapsis químicas. Las sinapsis eléctri- 
cas dependen de canales de uniones de hendidura de tipo gap que 
conectan dos células entre sí (Capítulo 20). El efecto de las conexio- 
nes de las uniones de tipo gap es el de coordinar perfectamente las 
actividades de células unidas. Una sinapsis eléctrica es bidireccional; 
cualquier neurona puede excitar a la otra. Las sinapsis eléctricas son 
comunes en la neocorteza y el tálamo, por ejemplo. La característica 
clave de las sinapsis eléctricas es su velocidad. Mientras que toma al- 
rededor de 0,5-5 ms para que una señal cruce una sinapsis química, 
la transmisión a través de una sinapsis eléctrica es casi instantánea, 
del orden de una fracción de milisegundo, puesto que el citoplasma 
es continuo entre células. Además, la célula presináptica (la que envía 
la señal) no tiene que alcanzar un umbral en el cual pueda causar un 
potencial de acción en la célula postsináptica. En cambio, cualquier 
corriente eléctrica continúa hasta la siguiente célula y causa una des- 
polarización proporcional a la corriente. 
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22.3 Comunicación en las sinapsis 


FIGURA EXPERIMENTAL 22-23 Las señales de 
entrada deben alcanzar el potencial umbral 
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—————————SYW 


Dendrita 


para disparar un potencial de acción en una 
neurona postsináptica. En este ejemplo, la neurona 
presináptica está generando cerca de un potencial 

de acción cada 4 ms. La llegada de cada potencial 

de acción a la sinapsis causa un pequeño cambio 

en el potencial de membrana en el cono axónico 

de la neurona postsináptica, en este ejemplo, una 
despolarización de - 5 mV. Cuando múltiples 
estímulos causan que la membrana de esta célula 
postsináptica se despolarice hasta el potencial umbral, 
aquí aproximadamente 40 mV, un potencial de acción 
es inducido en esta 


-40 mV 


-60 mV 


Una sinapsis eléctrica puede contener miles de canales gap, cada 
uno compuesto por dos hemicanales, uno en cada célula en aposición. 
Los canales de las uniones gap en la neurona tienen una estructura si- 
milar a las uniones gap convencionales (véase Fig. 20-20). Cada hemi- 
canal es un ensamblado de seis copias de la proteína conexina. Dado 
que existen 20 genes de mamíferos que codifican conexina, la diversi- 
dad en la estructura del canal y la función puede provenir de los dife- 
rentes componentes proteicos. El propio canal de 1,6-2,0 nm permite la 
difusión de moléculas de hasta aproximadamente 1 000 Da de tamaño 
y no presenta ningún problema en la acomodación de iones. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 22.3 
Comunicación en las sinapsis 


* Las sinapsis son las uniones entre una célula presináptica y una 
postsináptica, y consisten en pequeños espacios (véase Fig. 22-3). 


* La comunicación entre las células presinápticas y postsinápticas es 
abundante a medida que una sinapsis está siendo formada. Las molé- 
culas de adhesión celular mantienen a las células alineadas. En la unión 
neuromuscular, las neuronas motoras inducen la acumulación de re- 
ceptores de acetilcolina en la membrana plasmática muscular postsi- 
náptica próxima a la terminal axónica en formación (véase Fig. 22-17). 


+ En células presinápticas, los neurotransmisores de bajo peso mo- 
lecular (acetilcolina, dopamina, epinefrina) son importados desde 
el citosol a vesículas sinápticas por antiportadores vinculados al H”. 
Bombas de protones clase V mantienen el pH intravesicular bajo, que 
impulsa la entrada de neurotransmisor en contra de un gradiente de 


concentración. 
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+ Los neurotransmisores (véase Fig. 22-18) son almacenados en cien- 
tos a miles de vesículas sinápticas en las terminales axónicas de la 
célula presináptica (véase Fig. 22-16). Cuando un potencial de acción 
llega allí, los canales de Ca?* sensibles al voltaje se abren y el calcio 
causa que las vesículas sinápticas se fusionen con la membrana plas- 
mática y se liberen moléculas de neurotransmisor a la sinapsis (véase 
Fig. 22-19, paso EJ). 


* Los neurotransmisores difunden a través de la sinapsis y se unen a 
receptores en la célula postsináptica, la cual puede ser una neurona o 
un músculo. Las sinapsis químicas de este tipo son unidireccionales 
(véase Fig. 22-3). 


* Las vesículas sinápticas se fusionan con la membrana plasmáti- 
ca utilizando maquinaria celular que es estándar para la exocitosis, 
incluyendo SNARE, sintaxina y proteínas SNAP. La proteína sinap- 
totagmina es el sensor de calcio que detecta el aumento en calcio 
estimulado por un potencial de acción que lleva 


Fig. 22-20). a la fusión (véase 
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* Una neurona postsináptic 
cuando la membrana plasmática en el cono axó 
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hiperpolarizaciones causadas por las activ 
neuronales (véase Fig. 22-23). 


a genera solo un potencial de acción 
nico es despolarizada 
as despolarizaciones e 


ación de múltiples receptores 


* Las sinapsis eléctricas son conexiones de uni 
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ireccionales. 


22.4 Percibiendo el entorno: tacto, dolor, 
gusto y olfato 


Nuestros cuerpos constantemente están recibiendo señales de nuestro 
entorno (luz, sonido, olores, gustos, estimulación mecánica, calor y frío). 
En los últimos años, se ha hecho un progreso dramático en el entendi- 
miento de cómo nuestros sentidos graban las impresiones del mundo 
externo, y cómo el cerebro procesa esa información. Por ejemplo, en el 
Capítulo 15 analizamos las funciones de uno de dos tipos de fotorrecep- 
tores en la retina humana, los bastones, y aprendimos cómo estos sirven 
como recipientes primarios de la estimulación visual. Los bastones son 
estimulados por luz tenue, como la luz de la luna, sobre un rango de lon- 
gitudes de onda, mientras que otros fotorreceptores, los conos, median la 
visión del color. Estos fotorreceptores hacen sinapsis en capa sobre capa 
de interneuronas que están inervadas por diferentes combinaciones de 
células fotorreceptoras. Estas señales son procesadas e interpretadas por 
la parte del cerebro llamada corteza visual, donde estos impulsos nervio- 
sos son traducidos en una imagen del mundo que nos rodea. 

En esta sección, analizaremos los mecanismos celulares y molecula- 
res y las células nerviosas especializadas que subyacen a varios de nues- 
tros otros sentidos: tacto y dolor, gusto y olfato. Vemos cómo dos grandes 
clases de receptores (los canales iónicos y GPCR) funcionan en estos pro- 
cesos sensitivos. Como con la visión, múltiples interneuronas conectan 
estas células sensoriales con el cerebro, donde señales que se retransmi- 
ten son convertidas en percepciones del entorno. En su mayoría, aún 
no comprendemos completamente cómo estos subsistemas neuronales 
están conectados. Sin embargo, en el caso del olfato, cada neurona sen- 
sorial expresa un único receptor de odorante, y veremos Suma múltiples 
neuronas sensoriales que expresan el mismo receptor activan el mismo 
centro cerebral. Así, las conexiones entre la unión del extorante y la per- 
cepción por el cerebro son directas y bastante bien entendidas. 


Los mecanorreceptores son canales catiónicos 
regulados 


Nuestra piel, en especial la de nuestros dedos, es altamente especia- 
? . 
lizada para recoger información sensorial. De hecho, todo nuestro 


cuerpo tiene numerosos mecanosensores embebidos en sus varios te- 
jidos. Con frecuencia, estos sensores nos hacen conscientes del tacto, 
las posiciones y los movimientos de nuestros miembros o cabeza (pro- 
piocepción), el dolor y la temperatura, aunque a menudo atravesamos 
períodos en los que ignoramos las señales de entrada. Los mamiferos 
utilizan diferentes conjuntos de células receptoras para informar sobre 
el dolor, la temperatura y el dolor. 

Muchos receptores mecanosensoriales son canales de Na* o Na”/Ca”* 
que son regulados, o abiertos, en respuesta a estímulos específicos. La ac- 
tivación de tales receptores causa un flujo hacia adentro de iones Na* o de 
Na' y Ca”, lo que conduce a la despolarización de la membrana. Algunos 
ejemplos incluyen a los receptores de estiramiento y tacto que se activan 
por estiramiento de la membrana celular. Estos han sido identificados en 
un amplio conjunto de células, que van desde células musculares y epite- 
liales de vertebrados hasta levaduras, plantas, e incluso bacterias. 

La clonación de genes que codifican receptores del tacto comen- 
zó con el aislamiento de cepas mutantes de Caenorhabditis elegans 
que eran insensibles al tacto suave en el cuerpo. Tres de los genes 
en los que las mutaciones fueron aisladas (MEC4, MEC6 y MEC10) 
codifican tres subunidades de un canal de Na* en las células recepto- 
ras del tacto. Los estudios en gusanos con mutaciones en estos genes 
mostraron que estos canales son necesarios para la transducción de 
un toque corporal suave; los estudios biofísicos indicaron que estos 
canales probablemente se abren de manera directa en respuesta a la 
estimulación mecánica (Fig. 22-24). Los complejos sensibles al tac- 
to contienen varias otras proteínas esenciales para la sensibilidad al 
tacto, incluyendo subunidades de novedosos microtúbulos de 15 pro- 
tofilamentos en el citosol y proteínas específicas en la matriz extrace- 
lular, pero aún no se sabe con precisión cómo estos afectan la función 
de los canales. Clases similares de canales se encuentran en bacterias 


Citosol Colesterol 


FIGURA 22-24 Un modelo molecular del complejo del receptor del tacto 
MEC-4 en C. elegans. Las mutaciones en cualquiera de los genes MEC pueden 
reducir o inactivar las respuestas normales del gusano a un toque corporal 
suave. Las proteínas MEC-4 y MEC-10 son las subunidades que forman el poro 
del canal de Na*, MEC-2 y MEC-6 son subunidades accesorias que posibilitan 

la actividad del canal. La mecanotransducción también requiere de una matriz 
extracelular especializada, que consiste de MEC-5, una isoforma del colágeno, 

y MEC-1 y MEC-9, ambas proteínas con múltiples repeticiones EGF. MEC-7 y 
MEC-12 son monómeros de tubulina que forman novedosos microtúbulos 

de 15 protofilamentos que de alguna manera también se requieren para la 
sensibilidad al tacto. (De £ Lumpkin, k Marshall, y A Nelson, 2010, / Cell Bio! 191:237) 
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y eucariontes inferiores. Al abrirse en respuesta al estiramiento de la 
membrana, estos canales podrían tener una función en la osmorregu- 
lación y en el control de un volumen celular constante. 

Un número de moléculas relacionadas con MEC se expresan en 
neuronas de mamíferos en los ganglios de la raíz dorsal, y sus funcio- 
nes en la recepción del tacto han sido examinadas en ratones con des- 
activación génica. Por ejemplo, la rotura de la proteína-3 similar a la 
stomatina (SLP-3) causa defectos en la discriminación de la textura y 
pérdida de la mecanosensibilidad en un subconjunto de neuronas de 
ratón receptoras del tacto. 


Los receptores del dolor también son canales 
catiónicos regulados 


Animales tan diversos como las serpientes y los seres humanos detectan 
eventos nocivos (el proceso denominado nocicepción); los receptores 
del dolor, llamados nociceptores, responden al cambio mecánico, al 
calor y a ciertos químicos tóxicos. El dolor sirve para alertarnos so- 
bre eventos como el daño tisular, capaces de producir lesiones, y evoca 
comportamientos que promueven la curación del tejido. El dolor per- 
sistente en respuesta al daño tisular es común, y muchos individuos su- 
fren de dolor crónico. Así, la comprensión del dolor tanto agudo como 
crónico es uno de los principales objetivos de investigación, como es el 
desarrollo de nuevos tipos de fármacos para su tratamiento. 

Uno de los primeros receptores de mamíferos de dolor en ser clo- 
nado e identificado fue TRPV1, un canal Na*/Ca”* que se encuentra en 
muchas neuronas sensitivas al dolor del sistema nervioso periférico y 
es activado por una amplia variedad de estímulos físicos y químicos 
exógenos y endógenos. Los activadores mejor conocidos de TRPVI 
son el calor mayor de 43 *C, el pH ácido y la capsicina o capsaicina, la 
molécula que hace que los pimientos parezcan calientes. La activación 
de receptores TRPV1 da lugar a sensaciones dolorosas y de ardor. Las 
compañías farmacéuticas han desarrollado muchos antagonistas de 
TRPV1 como posibles medicinas para el dolor. Sin embargo, un efecto 
secundario importante que ha limitado la utilidad de estos fármacos es 
que producen una elevación de la temperatura corporal; esto sugiere 
que una función “normal” de TRPV1 es detectar y regular la tempera- 
tura corporal, y que las fármacos inhiben esta función. 

Otro gen asociado con el dolor que ha atraído una amplia atención 
es SCN9A, el cual codifica una subunidad del canal de Na'**regulado 
por voltaje Nav1.7, que es expresada a alta densidad en muchas neu- 
ronas sensitivas al dolor. No está claro qué es lo que Nav1.7 detecta 
directamente, pero homocigotos humanos para mutaciones sin sentido 
en SCN9A son completamente incapaces de detectar dolor, aunque en 
todos los otros aspectos son normales. Esto sugiere que Navl.7 es un 
componente vital en la percepción del dolor en seres humanos. De he- 
cho, los individuos con ciertas mutaciones de activación en el gen de 
SCN9A tienen dolor episódico grave, y un polimorfismo común en el 
gen SCNYA se correlaciona con la percepción del dolor en una variedad 
de enfermedades. De este modo, los fármacos que modifican la función 
del canal Nav1.7 también serían potencialmente útiles en el tratamien- 
to de una amplia gama de condiciones dolorosas. 


Cinco sabores primarios son detectados por 
subconjuntos de células en cada yema gustativa 


Saboreamos muchos químicos, y todos ellos son moléculas hidrófilas 
y no volátiles que flotan en la saliva. Todos los sabores son detec- 
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menos demandante del sistema nervioso que el olfato, debido a que 
se monitorizan menos tipos de moléculas. Lo que es impresionante es 
la sensibilidad del gusto: moléculas amargas pueden ser detectadas a 
concentraciones tan bajas como 107" M. 

Existen receptores para los gustos salado, dulce, agrio, sabroso y 
amargo en todas las partes de la lengua. Los receptores son de e tipos 
diferentes: proteínas de canal para sabores salado y agrio y proteínas de 
siete dominios transmembrana (GPCR) para la dulzura, lo sabroso y la 
amargura. Receptores específicos de membrana que detectan ácidos gra- 
sos están presentes en células de yemas gustativas, y el sabor graso podría 
a ser reconocido como una cualidad de un sexto sabor básico. 
as están localizadas en protuberancias en la len- 
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quido transporta solutos hacia el interior. Cada yema gustativa tiene 
alrededor de 50-100 células gustativas (Fig. 22-25a, b), las cuales son 
células epiteliales pero con algunas de las funciones de las neuronas. 
Microvellosidades en las puntas apicales de las células gustativas portan 
los receptores del gusto y contactan directamente el ambiente externo 
en la cavidad oral y, de este modo, experimentan amplias fluctuaciones 
en moléculas derivadas de la comida, así como la presencia de com- 
puestos potencialmente perjudiciales. Las células en la lengua y otras 
partes de la boca están sujetas a un gran uso y desgaste, y las células de 
las yemas gustativas son continuamente reemplazadas por divisiones 
celulares en el epitelio subyacente (una célula de yema gustativa en ra- 
tas tiene una vida útil de 10 días). 

La recepción de una señal de gusto causa despolarización celular 
que dispara potenciales de acción. A su vez, estos ocasionan la capta- 
ción de Ca”* a través de canales de Ca” dependientes de voltaje y la li- 
beración de neurotransmisores (Fig. 22-25c-e). En las células gustativas 
no crecen axones; en cambio, estas envían señales a neuronas adyacen- 
tes a distancias cortas. Lo que aún no se comprende es cómo el cerebro 
interpreta las señales de entrada de nervios corriente abajo de todas las 
yemas y nos dice exactamente lo que estamos saboreando. 


Sabor amargo Los estimulantes del gusto amargo son diversos y se 
detectan por una diversa familia de aproximadamente 25-30 GPCR 
diferentes, conocidos como T2R. Como se muestra en la Figura 22- 
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FIGURA 22-25 El sentido del gusto. Los paneles (a) y (b) muestran una 
yema gustativa de mamífero y sus receptores. (a) Las células rosadas son las 
células del gusto. Estas células receptoras epiteliales contactan con las células 
nerviosas (amarillo). Las señales químicas llegan a las microvellosidades que 
se observan en la parte superior. (b) Micrografía de una yema gustativa, que 
muestra las células receptoras. Las microvellosidades son ligeramente visibles 
en la parte superior de la yema gustativa, indicado por las flechas. Los paneles 
(c) a (e) muestran los mecanismos por lo cuales cinco cualidades del gusto son 
reconocidas y transducidas en células del gusto. (c) Ligandos dulce, amargo 

y sabroso se unen a GPCR específicos expresados en células receptoras Tipo 

11, lo que activa una vía fosfoinosítica que eleva el Ca** citosólico. A su vez, el 
Ca* se une a y activa canales de Na* regulados por Ca**, TrpM5, lo que da 
lugar a un flujo hacia adentro de Na* y a la despolarización de la membrana. 
La acción combinada del Ca” elevado y la despolarización de la membrana 
abre los grandes poros de un canal de membrana inusual denominado Panxi, 
y esto resulta en la liberación de ATP y, probablemente, de otras moléculas de 
señalización hacia el espacio extracelular. El ATP y tal vez estas otras moléculas 


señalización al espacio extracelular. El ATP estimula las células nervi- 
osas que, por último, llevan la información del gusto al cerebro. 
Diferentes moléculas de sabor amargo son muy distintas en cuanto 
a la estructura, lo cual probablemente explica la necesidad de la diversa 
familia de T2R. Algunos receptores T2R unen solo e componentes de 
sabor amargo, mientras otros unen una variedad más amplia See 
Ponentes amargos. El primer miembro de la familia T2R en ser identi- 
ficado provino de estudios genéticos en seres humanos que mostraron 
un gen de detección de la amargura importante en el cromosoma 5. 
Ratones T2R5 que tienen cambios en 5 aminoácidos en la proteína 


H+»Ac H* 


7 


H+Ac ——> H* 


estimulan las células nerviosas que, por último, llevarán la información hacia 

el cerebro. (d) La sal es detectada por la entrada directa de ¡ones Na” a través 
de canales iónicos de la membrana, incluyendo el canal ENaC, despolarizando 
directamente la membrana plasmática. (e) Los ácidos orgánicos como el ácido 
acético difunden en sus formas protonadas (H-Ac) a través de la membrana 
plasmática y se disocian en un anión y un protón, lo que acidifica el citosol. 

La entrada de ácidos fuertes como HCl es facilitada por un canal de protones 
en la membrana apical de las células sensibles al sabor agrio que permite que 
los protones alcancen el citosol. Se cree que los H* intracelulares bloquean 

un canal de K* sensible a protones (hasta ahora no identificado) y que de este 
modo despolarizan la membrana. Los canales de Ca** regulados por voltaje se 
abrirían, lo cual conduciría a una elevación en el Ca* citosólico que dispararia 
la exocitosis de vesículas sinápticas, no representadas. (Parte la] adaptado de B, Kolb y 
1,Q Whishaw, 2006, Án Introduction to Bram and Behavior, 2d ed. Worth, p 400, parte [b] de Ed Reschke/ 
Peter Arnold, partes [c] y [d] de N Chaudhanr y 5. D Roper, 2010, / Cell Bio! 190:285, parte [e] de S Frings, 
2010, PNAS 107:21955) 


T2R son incapaces de detectar el sabor amargo de la cicloheximida (un 
inhibidor de la síntesis de proteínas, véase Cuadro 9-1). A menudo, 
múltiples tipos de T2R son expresados en la misma célula gustativa, y 
alrededor del 15% de todas las células gustativas expresan T2R. 

Un dramático experimento de intercambio en la regulación génica 
fue hecho para demostrar el papel de las proteínas T2R. Ratones fue- 
ron diseñados para expresar un receptor del gusto amargo, una proteí- 
na T2R, en células que normalmente detectan estimulantes del gusto 
dulces que atraen a los ratones. Los ratones desarrollaron una fuerte 
atracción por los sabores amargos, evidentemente debido a que las cé- 
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lulas continuaban enviando una señal de “ye y come esto”, incluso a 
pesar de que estaban detectando estimulantes amargos del gusto. Este 
experimento demuestra que la especificidad de las células del gusto se 
determina dentro de las mismas células y que las señales que envían se 
Interpretan según las conexiones neuronales hechas por esa clase de cé- 
lulas. A su vez, esto implica un sistema altamente regulado que conecta 
las diferentes clases de células receptoras del gusto a regiones superiores 
específicas del cerebro. 


Sabores dulce y sabroso Los estimulantes del gusto dulce y sabro- 
so son detectados por una familia de GPCR llamada TIR, relacionada 
con los T2R. Los tres TIR de mamíferos difieren uno del otro en un 
pequeño número de aminoácidos. Los TIR tienen dominios extracelu- 
lares muy grandes que comprenden el dominio de unión al gusto de 
la proteína. En el receptor de glutamato que detecta el gusto, el do- 
minio extracelular se cierra alrededor del glutamato de una manera 
que es descrita como análoga a una Venus atrapamoscas. A diferencia 
de la mayoría de los GPCR, los cuales por lo general funcionan como 
monómeros, los TIR forman homodímeros y heterodímeros, lo cual 
se piensa que incrementa el repertorio de moléculas que pueden ac- 
tuar como señales. Sin embargo, el código de respuestas a diferentes 
moléculas todavía está en investigación. Ratones que carecen de TIR2 o 
TIR3 fallan en detectar azúcar. Se piensa que el receptor real es un het- 
erodímero de los dos. T1R3 parece ser un receptor para ambos sabores 
dulce y sabroso, y eso es debido a que detecta dulces cuando se combina 
con T1R2 y sabroso cuando se combina con TIR1. En consecuencia, las 
células gustativas expresan T1R1 o T1R2 pero no ambos, ya que de otra 
forma enviarían un mensaje ambiguo al cerebro. 

Resulta interesante que los receptores del gusto dulce también se 
encuentran en la superficie de ciertas células endocrinas en el intestino; 
estas células también expresan gusducina y varias otras proteínas de 
transducción del gusto. La presencia de glucosa en el intestino provo- 
ca que estas células secreten la hormona péptido-1 similar al glucagón 
(GLP-1), el cual a su vez regula el apetito y potencia la secreción de in- 
sulina y la motilidad intestinal. De este modo, ciertas células del intesti- 
no “saborean” la glucosa a través de los mismos mecanismos utilizados 


por células gustativas de la lengua. 


Sabor salado La sal es detectada por un miembro de una familia de 
los canales de Na* llamada canales ENaC (Fig. 22-25d). De hecho, la 
inactivación de una subunidad crítica de ENaC en yemas gustativas 
alteró la detección del sabor salado en ratones. El flujo hacia adentro 
de Na' a través del canal despolariza la célula gustativa, y esto da lugar 
a la liberación de neurotransmisor. El papel de los canales ENaC como 
sensores de sal es evolutivamente antiguo: las proteínas de ENaC tam- 
bién detectan sal cuando son expresadas en insectos. En Drosophila, los 
sensores del gusto están localizados en múltiples lugares, incluyendo las 
patas, de manera que cuando la mosca pisa algo sabroso, la probóscide 


se extiende para explorarlo más a fondo. 


Sabor agrio La percepción de la acidez es debida a la detección de 
iones H*. Muchos estimulantes ácidos del gusto son ácidos orgánicos 
débiles (ácido acético en vinagre), los cuales en sus formas protonadas 
difunden a través de la membrana plasmática. Entonces se disocian en 
un anión y un protón, el cual acidifica el citosol. Los ácidos fuertes 
como el HCI son detectados por un canal de protones en la membrana 
apical de las células que detecta sabores amargos que le permite a los 
protones llegar al citosol. Independientemente de cómo se incrementa 
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del aire. La discriminación entre un gran número de químicos es útil 
para encontrar comida o una pareja, detectar feromonas y evitar pre- 
dadores, toxinas e incendios. Los receptores olfativos trabajan con una 
sensibilidad enorme. Las polillas macho, por ejemplo, pueden detectar 
moléculas individuales de las señales enviadas a la deriva a través del 
aire por hembras. Para poder lidiar con tantas señales, el sistema olfa- 
tivo utiliza una gran familia de proteínas de receptores olfativos. Los 
seres humanos tienen alrededor de 700 genes de receptores olfativos, de 
los cuales aproximadamente la mitad son funcionales (el resto son seu- 
dogenes improductivos), una proporción notablemente grande de los 
20 000 genes humanos estimados. Los ratones son más eficientes, con 
más de 1 200 genes de receptores olfativos, de los cuales unos 800 son 
funcionales. Eso significa que el 3% del genoma de ratón se compone 
de genes de receptores olfativos. La Drosophila tiene unos 60 genes de 
receptores olfativos. En esta sección, examinaremos cómo los genes de 
receptores olfativos son utilizados y cómo el cerebro puede reconocer 
qué olor ha sido detectado (los estadios iniciales de interpretación de 
nuestro mundo químico). Las moléculas de olor se llaman odorantes. 
Tienen diversas estructuras químicas, de modo que los receptores ol- 
fativos enfrentan algunos de los mismos desafíos enfrentados por los 
receptores de anticuerpos y de hormonas (la necesidad de unirse y dis- 
tinguir muchas variantes de moléculas relativamente pequeñas). 

Los receptores olfativos son proteínas de siete dominios transmem- 
brana (Fig. 22-26). En mamíferos, los receptores olfativos son produ- 
cidos por células del epitelio nasal. Estas células, llamadas neuronas re- 
bol von as olfativas (ORN, olfactory receptor neurons), transducen la señal 
química a potenciales de acción. Cada ORN extiende una única den- 
drita a la superficie luminal del epitelio, desde la cual cilios inmóviles se 
extienden para Use a los odorantes inhalados del aire (Fig. 22-274). 
y de luis mer 

ucción de la señal que median los 


tructuras similares y están localizadas en las antenas (Fig. 22-27b). 
Tanto en mamíferos como en Drosophila, las ORN proyectan 

sus axones al siguiente nivel superior del sistema nervioso, que en 
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FIGURA 22-26 Transducción de la señal de los GPCR olfativos. La unión 
de un odorante a su receptor de odorante afín dispara la activación de la 
proteína G trimérica G,,,,, * Gp, y libera G,,., GTP activo. A su vez, G,,,, GTP 
activado activa la adenilciclasa tipo Ill, y esto conduce a la producción de 
AMP cíclico (CAMP) a partir de ATP Las moléculas de CAMP se unen a y 

abren el canal iónico regulado por nucleótido cíclico, lo que da lugar al flujo 
hacia adentro de Na* y Ca** y despolariza la célula. El CAMP también activa 

a proteincinasa A (PKA), la cual fosforila y de este modo regula factores de 
transcripción y otras proteínas intracelulares. 


madas glomérulos. Las neuronas mitrales se conectan con centros 
del olfato superiores en el cerebro (Fig. 22-28). 


Los seres humanos varían marcadamente en su habilidad para 

detectar ciertos olores. Algunos no pueden detectar el esteroide 
androsterona, un compuesto derivado de la testosterona y encontrado 
en la transpiración humana. Algunos describen el olor como agradable 
y almizclado, mientras otros lo comparan con el olor de calcetines su- 
cios. Todas estas diferencias se atribuyen a mutaciones de inactivación 
de cambio de sentido en el gen que codifica el único GPCR de andros- 


terona. Los individuos con dos copias del alelo silvestre perciben la an- 
que aquellos que tienen uno O 


drosterona como desagradable, mientras 
desagradable o no la 


ningún alelo funcional la perciben como menos 
detectan. Mi 


A pesar del vasto número de receptores olfativos, todos generan 
las mismas señales intracelulares a través de la activación de la misma 
proteína G trimérica: Guy * Gp (Véase Fig. 22-26). Gay $€ Expresa 
principalmente en las neuronas olfativas. Como Sa» AG" del ac- 
tivo formado después de la unión del ligando activa una adenilciclasa 


que conduce a la producción de AMP cíclico (cAMP; véase Fig. 15- 


27). Dos vías de señalización corriente abajo son activadas por CAMP. 
n canal Na*/Ca?* regulado 


Se une a un sitio en la cara citosólica de u : 
da lugar a un flujo hacia 


por un nucleótido cíclico, abre el canal y di 
adentro de Na* y Ca” y a una despolarización local de la membrana 


celular. Esta despolarización inducida por el odorante en las dendri- 
tas olfativas se propaga Por toda la membrana neuronal, lo que resul- 
ta en la apertura de canales de Na* regulados por voltaje en el cono 
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FIGURA 22-27 Estructuras de las neuronas receptoras olfativas. A 

lo largo de un vasto tramo de distancia evolutiva (vertebrados e insectos), 

las neuronas receptoras olfativas tienen formas similares. (a) Las neuronas 
receptoras olfativas de vertebrado tienen una dendrita, la cual Analiza en un 
botón dendrítico; de cada botón dendrítico, aproximadamente 15 cilios se 
extienden dentro del moco nasal. (b) Las neuronas receptoras olfativas de 
insectos son morfológicamente similares: la neurona bipolar origina Un único 
axón basal que se proyecta hacia un glomérulo olfativo en el lóbulo antenal 
En su lado apical, tiene un solo proceso dendrítico, desde el cual se extienden 
cilios sensoriales. (Adaptado de U B. Kaupp, 2010, Nature Rew. Neurosc1 11:188-200.) 


axónico y en la generación de potenciales de acción. Las moléculas de 
CAMP también activan proteincinasa A (PKA), la cual fosforila y así 
regula factores de transcripción y otras proteínas intracelulares. 


Cada neurona receptora olfativa expresa un único 
tipo de receptor de odorante 


La clave para entender la especificidad del sistema olfativo es que 
tanto en mamíferos como en insectos cada ORN produce solo un 
único tipo de receptor de odorante. Cualquier señal eléctrica desde 
esa célula le transmitirá al cerebro un mensaje simple: “mi odoran- 
te se está uniendo a mis receptores”. Los receptores no son siem- 
pre completamente monoespecíficos para los odorantes. Algunos 
receptores pueden unir más de un tipo de molécula, pero por lo 
general las moléculas detectadas están cercanamente relacionadas 
en su estructura. De manera inversa, algunos odorantes se unen a 
múltiples receptores. 

Existen unos 5 millones de ORN en el ratón, por lo que en prome- 
dio cada uno de los aproximadamente 800 genes de receptores olfativos 
está activo en alrededor de 6 000 células. Hay cerca de 2 000 glomérulos 
(más o menos 2 por cada gen de receptor de odorante), de manera que, 
en promedio, los axones de unos pocos miles de neuronas receptoras 
de olfato convergen en cada glomérulo (véase Fig. 22-28). Desde allí, 
unos 25 axones mitrales por glomérulo, o un total de 50 000 neuronas 
mitrales, conectan con centros cerebrales superiores. De este modo, la 
información inicial de la detección de un odorante se transporta direc- 
tamente a partes superiores del cerebro sin ser procesada, un informe 
simple de qué odorante ha sido detectado. 


22.4 Percibiendo el entorno: tacto, dolor, gusto y olfato 


1051 


FIGURA 22-28 La anatomía de la olfacción en el ratón. (3) 
Representación esquemática de una sección sagital a través de la cabeza 
de un ratón adulto. Los axones de las neuronas receptoras olfativas (ORN) 
en el epitelio olfativo principal se agrupan para formar un nervio olfativo e 
inervar el bulbo olfativo. Cada ORN en el epitelio olfativo principal expresa 
solo un gen de receptor de odorante. El órgano vomeronasal y el bulbo 
olfativo accesorio están involucrados en la detección de feromonas. (b) 
Todas las neuronas receptoras olfativas que expresan un solo tipo de 
receptor envían sus axones al mismo alomérulo, En esta figura, cada color 
representa las conexiones neuronales para cada receptor distinto expresado. 
Los glomérulos están ubicados en el bulblo olfativo cercano al cerebro; 

en los glomérulos, las ORN realizan sinapsis con neuronas mitrales; cada 
neurona mitral tiene sus dendritas localizadas en un solo glomérulo y sus 
correspondientes ORN, lo que de este modo lleva la información sobre un 
odorante en particular a centros superiores del cerebro. Así, cada glomérulo 
recibe inervación de neuronas sensoriales que expresan un único receptor 
de odorante, y provee las bases anatómicas del mapa sensorial olfativo. (De 


Komuyama y |. Luo, 2005, Curr Opin. Neurobial 16.67-73 y S. Demaria y J Ngar, 2010, J Cell Biol 191.443) 


La regla un receptor-una neurona se extiende a la Drosophila. 
Se han realizado estudios detallados en larvas, en las que un sistema 
olfativo simple con solo 21 ORN utiliza alrededor de 10-20 genes 
de receptores del olfato. Parece que un único receptor se expresa en 
cada neurona receptora de olfato, el cual envía sus proyecciones a 
un glomérulo. Las neuronas receptoras de olfato envían señales ex- 
citadoras o inhibidoras desde su terminal axónica, probablemente 
con el fin de distinguir olores atractivos de olores repulsivos. En 
forma similar a los de los mamíferos, los axones de las ORN termi- 
nan en los glomérulos, los cuales en moscas están localizados en el 
lóbulo antenal del cerebro de la larva. La investigación en la Droso- 
phila comenzó con pruebas para ver qué odorantes se unen a qué 
receptores (Fig. 22-29a). Algunos odorantes son detectados por un 
único receptor, algunos por varios, de forma que el patrón de com- 
binaciones permite que muchos más odorantes sean distinguidos 
que solo el número de receptores olfativos diferentes. El pequeño 
número total de neuronas ha permitido que se construya un mapa 
que muestra qué odorantes son detectados por cada glomérulo (Fig. 
22-29b). Un descubrimiento sorprendente fue que los glomérulos 
localizados cerca uno del otro responden a odorantes con estructu- 
ras químicas relacionadas, es decir, compuestos alifáticos lineales o 
compuestos aromáticos. La disposición podría reflejar la evolución 
de nuevos receptores concomitante con un proceso de subdivisión 
de la porción olfativa del cerebro. 

El simple sistema de que cada célula haga un solo tipo de re- 
ceptor también presenta algunas dificultades impresionantes que 
debe superar: (1) cada receptor debe ser capaz de distinguir un tipo 
de molécula de odorante o un conjunto de moléculas con una es- 
pecificidad adecuada a las necesidades del organismo. Un receptor 
que es estimulado en forma muy frecuente podría no ser muy útil. 
(2) Cada célula debe expresar un solo y único producto del gen de 
receptor. Todos los otros genes de receptores deben ser desactiva- 
dos. Al mismo tiempo, los esfuerzos colectivos de todas las células 
en el epitelio nasal deben permitir la producción de suficientes re- 
ceptores diferentes que le den al animal una versatilidad sensorial 
adecuada. No sirve de mucho tener genes para cientos de recepto- 
res si la mayoría de ellos nunca son expresados, pero es un desafío 
regulador activar un solo y único gen en cada célula y al mismo 
tiempo expresar todos los genes de receptores en toda la población 
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de células. (3) Las conexiones neuronales del sistema olfativo deben 
hacer una discriminación entre los odorantes posibles para que el 
cerebro pueda determinar qué odorantes están presentes. De otra 
manera, el animal podría sentirse a gusto y relajado cuando debería 
estar huyendo lo más rápidamente posible. 


La solución al primer problema es la gran variabilidad de las 


proteínas de los receptores olfativos, tanto dentro como entre espe- 


cies. La solución al segundo problema, la expresión de un único gen 


de receptor olfativo por célula, ha sido explorada utilizando ratones 
transgénicos, pero el mec 
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ceptor olfativo, 
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cómo el sistema está conectado de forma que 
der qué olor ha sido detectado, ha sido 
las ORN que expresan el mismo 
Así, todas las células 


sos hacia el mismo 


El tercer problema, 
el cerebro pueda compren 
parcialmente respondido. Primero, 
receptor envían sus axones al mismo glomérulo. 
que responden al mismo odorante envían proce 


FIGURA EXPERIMENTAL 22-29 Tipos de receptores olfativos 


individuales pueden ser vinculados experimentalmente con varios. 
odorantes y rastreados a glomérulos específicos en el sistema olfativo 


larval de Drosophila. (a) Las diferentes proteinas de receptores olfativos se 
enumeran en la parte superior, y los 27 odorantes ensayados se muestran en 
Los puntos coloreados indican respuestas fuertes al olor 
Notar que algunos odorantes estimulan múltiples receptores (pentil acetato), 
mientras otros (etil butirato) actúan sobre un solo receptor. Nótese que 
muchos receptores, tales como Or42a u Or67b, responden principalmente 

a compuestos alifáticos, mientras Otros, tales como Or30a y Or59a, lo hacen 
(b) Mapa espacial de la información olfativa en 

eo se hizo expresando un 
ceptoras olfativas 


el lado izquierdo 


a compuestos aromáticos 
alomérulos del cerebro larval de Drosophila. El map 
gen reportero bajo el « ontrol de cada una de las neuronas re 
seleccionadas. La fotografía indica los glomérulos que reciben proyecciones 
de ORN que producen cada uno de los diez tipos de proteina de receptores 
indicados (Or42a, etc). También están indicados los odorantes a los cuales 
cada receptor responde fuertemente Nótese que, con una excepción (Or30a 
y Or45b), cada glomérulo tiene capacidades sensoriales únicas La excepción 
podría no ser tal sí más patrones de expresión de genes olfativos fueran 
ensayados Los glomérulos que detectan odorantes y que son similares 
químicamente tienden a estar situados uno a continuación del otro. Por 
ejemplo, los tres glomérulos indicados por una línea continua azul detectan 
compuestos alifáticos lineales Aquellos con líneas de trazos discontinuos, 


compuestos aromáticos. (Parte [a] de S. A. Kreher, J Y Kwon, y J R Carlson, 2005, Neuron 46:445- 


156 Parte [b] cortesia dde Jae Young Kwon, ,cott Kreher, y KJohn Carlson) 


destino. En ratones, una pista crucial acerca del patrón del sistema 


olfativo provino del descubrimiento de que los receptores del olfato 
juegan dos papeles en las ORN: la unión a odorantes y, durante el 
desarrollo, el direccionamiento axónico. Múltiples axones de ORN 
que expresan el mismo receptor son guiados hacia el mismo destino 
glomerular. El mecanismo completo no se conoce, pero está claro que 
los axones de las ORN responden a sus propios receptores del olfato 
y a moléculas de direccionamiento axónico utilizadas en otras partes 


del sistema nervioso. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 22.4 
Percibiendo el entorno: tacto, dolor, gusto y olfato 


- Los mecanosensores y los receptores de dolor son canales de Na* 
regulados o canales de Na*/Ca”". 


- La sensibilidad al tacto requiere de varias proteínas citoesqueletales 
y de matriz extracelular, así como de un canal de Na* regulado (véase 


Fig. 22-24). 


* Cinco gustos principales son detectados por subconjuntos de células 
en cada yema gustativa. Los sabores salado y agrio son detectados por 
proteínas de canal específicas, y los receptores acoplados a proteína G 
detectan la dulzura, el sabor sabroso y la amargura. 


« En todos los casos, los estimulantes del gusto llevan a la despolarización 
de la membrana y a la secreción de pequeñas moléculas, tales como 
ATP, que estimulan las neuronas adyacentes. Algunos GPCR de 
estimulantes del gusto son encontrados en diferentes combinaciones 
homo y heterotriméricas para detectar diferentes sabores (véase Fig. 


22-25). 
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22.4 Percibiendo el entorno: tacto, dolor, gusto y olfato 


los cuales son receptores acoplados a 
están codificados por un 
urona receptora olfativa 


» Los receptores de odorantes, 
proteína G de siete pasos transmembrana, 
grupo muy grande de genes. Cualquier ne 
expresa uno y solo un gen de receptor olfativo, 
de esa célula al cerebro transmite en forma ine 


químico detectado. 


de manera que una señal 
quívoca la naturaleza del 


- Las ORN que expresan el mismo gen de receptor envían sus axones 


al mismo glomérulo, y los nervios que se proyectan (neuronas mitrales 


en mamíferos) llevan información específica de un odorante desde los 
22-28 y 22-29). 


glomérulos hacia el cerebro (véanse Figs. 22-27, 22 


Perspectivas para el futuro 


En este capítulo hemos provisto una introducción a las notables pro- 
piedades de las células nerviosas que sirven como nuestra interfaz con 
el mundo. El cuerpo humano contiene múltiples tipos de neuronas, 
cada una con su propia forma, neurotransmisor, número de dendri- 
tas, longitud del axón y números de conexiones con otras neuronas. 
Cómo cada uno de estos tipos de células se desarrolla precisamente 
en el lugar correcto y realiza conexiones sinápticas apropiadas con 
otras neuronas y contactos adecuados con la glía circundante sigue 
siendo en gran parte un misterio. Por ejemplo, ¿cuáles son las seña- 
les extracelulares, circuitos reguladores transcripcionales y proteínas 
que le dicen a una neurona que se vuelva 
un número específico de dendritas de una 
gra una neurona alcanzar su estructu- 


inducidas o reprimidas 
mielinizada o que genere 
longitud específica? ¿Cómo lo 
ra tan alargada, polarizada y ramificada? ¿Por qué una parte de una 
neurona se convierte en una dendrita y otra en un axón? ¿Por qué hay 
ciertas proteínas de membrana clave agrupadas en puntos particula- 
res (receptores de neurotransmisor en densidades postsinápticas en 
dendritas, canales de Ca” en las terminales axónicas y canales de Na” 
en neuronas mielinizadas en los nodos de Ranvier)? Tales preguntas 
sobre la forma de la célula y las dianas proteicas también se aplican 
pero la diversidad morfológica de diferen- 


para otros tipos de células, 
guntas particularmente 


tes tipos de neuronas hace que estas sean pre 
intrigantes respecto del sistema nervioso. 
Una comprensión detallada de la estructura 


s requerirá del conocimiento de las estructuras 
ores de neu- 


del citoes- 
primer 


y función de las 


células nerviosa 
tridimensionales de muchos canales diferentes, recept 


rotransmisor, otras proteínas de membrana y proteínas 
queleto. Mientras que la determinación de la estructura del 
canal de K* regulado por voltaje ha iluminado los mecanismos de 
la regulación de canales que probablemente aplica a otros canales 
regulados por voltaje, carecemos de estructuras para los canales de 
calcio. No conocemos las estructuras de los “receptores de dolor” 
y de este modo no podemos derivar racionalmente estructuras de 
antagonistas putativos que podrían ser útiles en el control del do- 
lor. Conocemos las estructuras de solo unos pocos cientos de GPCR 
utilizados en el sistema nervioso (ninguno en el sistema olfativo) y, 
así, los detalles de cómo estos receptores diferencian entre ligandos 
cercanamente relacionados permanecen oscuros. 

Desde el punto de vista de la biología celular molecular, una 
excitación ha rodeado a la investigación en los mecanismos de la 
memoria. En la mayoría de los casos, la memoria no depende de la 
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la herencia de los instintos, el 
puestas emocionales. Algunos 
de imagen no invasivas, Ob- 
y detectando la actividad 
o in vivo unas pocas célu- 
os insertados. Esto está 
e imagen (invasivos y 
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millones de neuronas 
s se hacen observand 
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siendo logrado por mejoras en los métodos d 


no invasivos) combinadas con el desarrollo de 
manipular las actividades de neuronas individuales, o de grandes 


números de neuronas simultáneamente. Por ejemplo, uno puede 
generar ratones transgénicos que expresan en conjuntos específicos 
de neuronas una proteína de canal de Na* modificada que se activa 
por luz. Un haz de luz microscópico enfocado excitará estas células 
pero no otras, y uno puede observar las consecuencias para el com- 
portamiento del animal. Hay muchas razones para esperar que estos 
avances continúen, una perspectiva emocionante para la compren- 
sión del cerebro y para hacer un mejor trabajo en el tratamiento de 
enfermedades que afectan el sistema nervioso. 


experimentos se h 
servando miles a 
global eléctrica. Otro 
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neurona motora 1020 
neurona sensorial 1020 
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revisión de los conceptos 


1. ¿Cuál es el papel de las células gliales e 


n el cerebro y otras partes 
La y Otras partes del 
sistema nervioso? ] 


», El potencial de reposo de una neurona es -60 mV 
comparación con el exterior de la célul 


cial de reposo en las células animales? 


en el interior en 
a. ¿Cómo se mantiene el poten- 


3. Nombre las tres fases de un potencial de acción. Describ 


a a para cada 
una las bases moleculares subyacentes y el ion involucrado 


ica el término canal regul ¿Por qué se 
í an . 
aplica e al regulado por voltaje a los canales de Na' inv 


' olu- 
crados en la generación de un potencial de acción? 


4, Explique cómo las estructuras cristalinas de los canales iónicos de 
potasio sugieren la forma en la que los dominios sensibles al voltaje 
interactúan con otras partes de las proteínas para abrir y cerrar los ca- 


nales iónicos. ¿Cómo se aplica esta relación estructura-función a otros 
canales iónicos regulados por voltaje? 


5. Explique por qué la fuerza de un potencial de acción no decrece a 
medida que viaja por el axón. 


6. Explique por qué el potencial de membrana no continúa aumentan- 
do, sino que más bien llega a una meseta y entonces decrece durante el 
curso de un potencial de acción. 


7. ¿Qué significa decir que los potenciales de acción son “todo o nada”? 


8. ¿Qué impide que una señal nerviosa viaje “hacia atrás” hacia el cu- 
erpo celular? 


9. ¿Por qué la célula es incapaz de iniciar otro potencial de acción si es 
estimulada durante el período refractario? 


10. La mielinización incrementa la velocidad de la propagación de un 
potencial de acción a lo largo de un axón. ¿Qué es la mielinización? 
La mielinización causa la agrupación de canales de Na* regulados por 
voltaje y de bombas Na*/K* en los nodos de Ranvier a lo largo del axón. 
Prediga las consecuencias en la propagación de un potencial se acción 
de incrementar el espacio entre nodos de Ranvier por un factor de 10. 


11. Describa el mecanismo de acción para las drogas adictivas tales 


como la cocaína. 


12. La acetilcolina es un neurotransmisor común liberado en la sinap- 
sis. Prediga las consecuencias en la activación muscular de la actividad 
disminuida de la esterasa de acetilcolina en las sinapsis nervio-músculo. 


13. Describa las dinámicas iónicas del proceso de contracción muscular, 


14. Tras la llegada de un potencial de acción en células estimuladas, 
las vesículas sinápticas se fusionan rápidamente con la membrana 
presináptica. Esto sucede en menos de 1 ms. ¿Qué mecanismos permit- 


A e ? 
en que este proceso tenga lugar a una velocidad tan grande? 
las en el cerebro, reciben múl- 


ál es el nombre de la exten- 
señales? ¿Cómo integra 


15. Las neuronas, particularmente aquel 
tiples señales excitadoras e inhibidoras. ¿Cu 
sión de la neurona en la cual se reciben dichas 
la neurona estas señales para determinar si generar o no un potencial 
de acción? 


16. Explique el mecanismo por el cual se impide que los potenciales de 
acción se propaguen a una célula postsináptica sl son transmitidos a 


través en una sinapsis inhibidora. 


17. ¿Cuál es el papel de la dinamina en el reciclado de vesículas sináptl- 
cas? ¿Qué evidencia apoya esto? 


18. Compare y contraste las sinapsis eléctricas y quimicas. 


19. Compare las estructuras y funciones de las moléculas de receptores 
para el sabor salado y agrio, las moléculas de receptores del gusto para 
la dulzura, la amargura y el sabor sabroso y las moléculas de receptores 
de olor. 


Análisis de los datos 


La olfacción ocurre cuando compuestos volátiles se unen a receptores 
de odorantes específicos. En mamíferos, cada neurona receptora olfa- 
tiva en el epitelio nasal olfativo expresa un único tipo de receptor de 
odorante. Estos receptores de odorantes constituyen una gran familia 
multigénica (> 1 000 miembros) de proteínas relacionadas. La unión 
del odorante induce una cascada de señalización que es mediada a tra- 
vés de una proteína G, G,,,. Estudios recientes sugieren que existe un 
pequeño número de neuronas sensoriales olfativas en el epitelio nasal 
que expresan miembros la familia del receptor asociado al seguimiento 
de aminas (TAAR), quimiorreceptores que son receptores acoplados a 
proteínas G (GPCR) pero que no están relacionados a los receptores de 
odorantes clásicos (véase Liberles y Buck, 2006, Nature 442:645-650). 
El genoma de ratón codifica 15 genes TAAR, mientras que el genoma 
humano codifica 6. 


a. Con el fin de examinar el patrón de expresión de diferentes 
TAAR en el epitelio nasal olfativo, los investigadores localizaron RNA 
de TAAR por hibridización in situ en combinaciones por pares. Todas 
las combinaciones de pares posibles de los 15 TAAR de ratón fueron 
examinadas. Un ejemplo típico de los resultados obtenidos se mues- 
tra en el conjunto superior de paneles en la figura más abajo, en el 
cual TAAR6 y TAAR?7 han sido localizados con sondas fluorescentes 
en el epitelio nasal de ratón. La sonda para TAAR6 se marcó con verde 
fluorescente; la sonda para TAAR?7, con rojo fluorescente. El conjunto 
inferior de paneles muestra la localización del receptor 28 de odorante 
de ratón (MOR28; verde), un receptor de odorante clásico y TAAR6 
(rojo). Cada región teñida en las imágenes es el patrón de tinción de 
una neurona olfativa individual. Los paneles “Merge” muestran las 
otras dos imágenes superpuestas. ¿Qué sugieren estos datos sobre los 
patrones de expresión de los TAAR? 


b. Un número de líneas celulares que no produce receptores de 
odorantes clásicos ni TAAR ha sido cada una transfectada con el 
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gen que codifica un TAAR diferente. Las células también han sido 
cotransfectadas con un gen que codifica fosfatasa alcalina secretada 
(SEAP) bajo el control de un elemento que responde a cAMP. Las 
células fueron entonces expuestas a varias aminas, como se muestra 
en la siguiente figura, y se determinó la actividad de SEAP en el me- 
dio. La figura muestra los datos para algunos TAAR representativos 
(r = ratón, h= humano). ¿Qué revelan estos datos sobre los TAAR? 
¿Qué revela en ensayo de la actividad de SEAP sobre la vía de señali- 
zación utilizada por quimiorrecepción que involucra TAAR? 


, | 400 

0 

ABCDEFGH Ñ 
rTAAR3 


600 | 400 
Ñ ABCDEFGH E 
rTAAR5 


400 400 
mo 0 
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hTAAR1 
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2 


c. En un tercer conjunto de estudios, la actividad SEAP se midió 
en células que expresan TAARS de ratón (rTAAR5) seguido de la expo- 
sición de las células a orina diluida de dos cepas de ratones o de seres 
humanos, como se indica en los gráficos en la siguiente columna. Los 
ratones alcanzan la pubertad a aproximadamente un mes de edad. Lo 


que estos datos sugieren, ¿podría ser una función biológica para las 
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Las células dendríticas en la piel tienen molécul 


as MHC clase Il 
en su superficie. Las que se muestran aquí fueron manipuladas 


genéticamente para expresar la proteína de fusión clase ll MHC-GPP la 


cual emite fluorescencia verde. (Cortesía de M Boes y H1 Ploeah) 


nmunidad es el estado de protección contra los efectos dañinos de 
la exposición a patógenos. Las defensas del huésped pueden tomar 
formas muy diversas, y todos los patógenos exitosos han encontrado 
modos para desarmar el sistema inmunitario o manipularlo para ven- 
taja propia. Es por ello que las interacciones huésped-patógeno cons- 
tituyen un trabajo evolutivo en progreso. Esto explica por qué todavía 
seguimos siendo agredidos por virus, bacterias y parásitos patógenos. 
La prevalencia de enfermedades infecciosas demuestra las imperfeccio- 
nes en las defensa del huésped. Un sistema inmunitario capaz de pro- 
ducir una inmunidad perfectamente esterilizadora llevaría a un mundo 
sin patógenos, un resultado distinto de la vida tal cual la conocemos. 
Más bien, la coevolución de los patógenos y sus huéspedes le permite a 
los patógenos, que tienen tiempos generacionales cortos, seguir evolu- 
cionando contramedidas sofisticadas a las cuales el huésped debe res- 
ponder ajustando, o mejorando, sus defensas. Las defensas sofisticadas 
tienen un precio: un sistema inmunitario capaz de tratar una colección 
masiva y diversa de patógenos que evolucionan rápidamente podría 
montar un ataque sobre las células y tejidos del propio organismo 
huésped, un fenómeno denominado autoinmunidad. e 
En este capítulo trataremos sobre todo el sistema inmunitario en 
vertebrados, con énfasis particular en aquellas moléculas, tipos celu- 
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lares y rutas que distingan particularmente al sistema inmunitario de 
otros tipos de células y tejidos. Dos características notables que carac- 
terizan al sistema inmunitario en vertebrados son la habilidad para 
distinguir entre dos sustancias estrechamente relacionadas (especifi- 
cidad) y para recordar una exposición previa a una sustancia extraña 
(memoria). Esto se realiza a través de la generación de un conjunto 
masivo y diverso de receptores de antígenos específicos (diversidad), 
entrenado con moléculas propias y libres de componentes autorreacti- 
vos (tolerancia), aunque es claro que ninguno de estos objetivos desea- 
dos se logra con absoluta precisión. 

Desde una perspectiva práctica, los poderes del sistema inmunita- 
rio no son explotados solo terapéuticamente. Los anticuerpos mono- 
clonales representan un mercado multimillonario en dólares para el 
tratamiento de trastornos inflamatorios, autoinmunidad y cáncer. Las 
moléculas que forman parte del sistema inmunitario, en particular los 
anticuerpos, son herramientas indispensables para los biólogos celu- 
lares. Los anticuerpos permiten la visualización y el aislamiento de las 
moléculas que reconocen, y esto lo realizan con una precisión exacta. 
Esta habilidad ha sido invaluable para realizar una descripción precisa 
de los componentes que constituyen la célula y sus orgánulos, y su lo- 
calización tanto en células como en tejidos. 


23.5 LinfocitosT: receptores y desarrollo 1092 


23.6 La colaboración de las células del sistema 
inmunitario en la respuesta adaptativa 1102 
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FIGURA 23-1 Las tres capas de defensa inmunitaria en mamíferos. 
Izquierda: las defensas mecánicas consisten en el epitelio y la piel. Las defensas 
químicas incluyen bajo pH en el ambiente gástrico y enzimas antibacterianas 
en el líquido lagrimal. Estas barreras proporcionan una protección continua 
contra a agentes invasores. Los patógenos deben generar una brecha física 
en estas defensas (paso MI) para infectar al huésped. Medio: los patógenos 
que han generado una brecha en las defensas físicas y químicas (paso PJ) 

son manejados por células y moléculas del sistema inmunitario innato (azul), 
que incluye células fagocíticas (neutrófilos, células dendríticas, macrófagos), 
células NK (natural killer, “asesina natural”), complementos proteicos y ciertas 
interleucinas (IL-1, IL-6). Las defensas innatas son activadas desde minutos 


La defensa del huésped está compuesta por tres estratos: (1) de- 
fensas mecánicas/químicas, (2) inmunidad innata, e (3) inmunidad 
adaptativa (Fig. 23-1) Las defensas mecánicas y químicas operan con- 
tinuamente. Las respuestas inmunitarias innatas, que involucran célu- 
las y moléculas presentes todo el tiempo, son activadas rápidamente 
(de minutos a horas), pero sus habilidades para distinguir entre gran 
cantidad de patógenos diferentes es algo limitada. Por el contrario, las 
respuestas inmunitarias adaptativas requieren de varios días para de- 
sarrollarse totalmente y son muy específicas; es decir, son capaces de 
distinguir entre patógenos afines basándose en pequeñas diferencias 
moleculares de sus estructuras. 

La manera en la que los antígenos, y cualquier material que pueda 
evocar la respuesta inmunitaria, son reconocidos y cómo estos materia- 
les extraños son eliminados involucran principios moleculares y celula- 
res que son únicos del sistema inmunitario. Comenzaremos este capí- 
tulo con un breve esquema de la organización del sistema inmunitario 
de mamíferos, introduciendo los participantes esenciales de la inmu- 
nidad innata y adaptativa y describiendo la inflamación, una respuesta 
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hasta horas una vez iniciada la infección. Derecha: los patógenos que no hayan 
sido eliminados por el sistema inmunitario innato son tratados por el sistema 
inmunitario adaptativo (paso EJ), en particular por linfocitos B y T. La activación 
completa de la inmunidad adaptativa requiere de días. Los productos de la 
respuesta innata pueden potenciar una consiguiente respuesta adaptativa 
(paso EJ). Del mismo modo, los productos de una respuesta adaptativa pueden 
intensificar la inmunidad innata (paso EJ). Muchos tipos celulares y productos 
secretados se extienden de un lado a otro de la valla entre el sistema 
inmunitario innato y el adaptativo, lo que permite así la conexión entre estas 
dos capas de defensa del huésped. 


local a heridas o infecciones que conduce a la activación de células del 
AS inmunitario y a su reclutamiento hacia el sitio afectado. En las 
siguientes dos secciones, analizaremos la estructura y la función de las 
es anticuerpos (o inmunoglobinas), que se unen a caracterís- 
ticas moleculares específicas en antígenos, y cómo la variabilidad en la 
estructura de los anticuerpos contribuye a un reconocimiento específi- 
co de los antígenos. La enorme diversidad de antígenos que puede reco- 


nocer el sistema i itari ¡ 
1 lema inmunitario es explicado por reordenamientos únicos 
en el material genético de linfocitos B 


linfodtos y y T, comúnmente denominados 


y linfocitos a 
que realizan el sed de son los glóbulos blancos (leucocitos) 
: O específico de antí 
64 i enos. Est 
ree genéticos no solo controlan la efi de l 
e antígenos en los linfocitos, sino que también d É 
celular durante el curso de desarrol] e 


os reordena- 
Os receptores 


nan el destino 
o del linfocito. 


intactos, pero los receptores en los linfocitos T no. En cambio, como se 
di , 


describe en la Sección 23.4, los receptores de los linfocitos T reconocen 
formas del antígeno procesado (escisión), presentado en la superficie 
de células blanco por glucoproteínas codificadas por el com ejo ma- 
yor de histocompatibilidad (CMH). Como estas alusaponlein codi- 
ficadas por el CMH exhiben los antígenos procesados, 


, «Suda es importante 
para nuestro entendimiento de cómo se inici 


qna an las respuestas inmu- 
nitarias, no solo para entender la fisiología de | 


Ara > a respuesta inmunita- 
ria sino también para fines prácticos. ¿Cuál es e 


| mejor modo de crear 
anticuerpos para la defensa contra agentes infecciosos? ¿Cómo pode- 


mos crear anticuerpos que sirvan como herramientas para reconocer 
nuestra proteína favorita dentro del laboratorio? El conocimiento del 
procesamiento de antígenos y cómo se presenta brindan información 
para el diseño de vacunas a fin de proteger contra enfermedades infec- 
ciosas y para generar herramientas esenciales para la investigación. Las 
glucoproteínas codificadas por el MHC también ayudan a determinar 
el destino de desarrollo de los linfocitos T de modo tal que las propias 
células y tejidos de un organismo (antígenos propios) normalmente 
no evoquen una respuesta inmunitaria, mientras que los antígenos 
extraños sí. Concluiremos el capítulo con una visión integradora de 
la respuesta inmunitaria a patógenos y resaltaremos la colaboración 
entre distintas células del sistema inmunitario que se requiere para una 
respuesta efectiva. 


23.1 Generalidades de la defensa del huésped 


Debido a que el sistema inmunitario ha evolucionado para tratar con 
los patógenos, comenzaremos examinando dónde se encuentran los 
patógenos y dónde se replican. Luego, introduciremos conceptos bá- 
sicos de la inmunidad innata y adaptativa, incluyendo algunos de los 
participantes celulares y moleculares esenciales. 


Los patógenos ingresan en el cuerpo mediante 
rutas diferentes y se replican en sitios distintos 


La exposición a patógenos ocurre por rutas distintas. La piel tiene por 
sí misma una superficie de = 1,8581 metros cuadrados (20 pies cua- 
drados); las superficies epiteliales que recubren las vías respiratorias, el 
tubo digestivo y el tracto genital presentan Un área aún más formida- 


ble, de - 371,61 metros cuadrados (4 000 pies cuadrados). Todas estas 
e expuestas a virus y bacterias 


por alimentos y los agentes 
o el epitelio al que están 
do con gripe libera mi- 
istas para ser inha- 
la piel, incluso 


superficies se encuentran continuament 
del ambiente. Los patógenos transmitidos 
transmitidos sexualmente tienen como blanc 
expuestos. El estornudo de un individuo infecta 
llones de partículas de virus en forma de aerosol, | 


ladas por la siguiente persona por infectar. La rotura de 
ión, o de las barreras epiteliales que recubren los te- 


rciona una ruta de fácil acceso para el ingreso de 
ceden a una fuente rica de nutrientes (para las 
eridas para su replicación (virus). 

us se encuentra estrictamente confinada 
s células del huésped, donde ocurre la 


síntesis proteica y la replicación del material genético viral. Los virus se 
propagan hacia otras células como partículas libres de virus (viriones) 
o por propagación de célula a célula. Muchas bacterias pueden replicar- 
se en el espacio intercelular, pero muchas otras se encuentran especia- 


por mínima abras 
Jidos internos, propo 
patógenos, que luego ac 
bacterias) y de células requ 

La replicación de los vir 
al citoplasma o al núcleo de la 


lizadas para invadir células del huésped y sobrevivir allí. Estas bacterias 
intracelulares residen en vesículas delimitadas por membranas a través 
de las cuales ingresan en la célula por endocitosis o fagocitosis, O bien 
en el citoplasma si se liberan de estas vesículas. Entonces, un sistema de 
defensa efectivo en el huésped debe ser capaz de eliminar virus y bacte- 
rias fuera de las células, pero también a aquellas células que hospeden 
estos patógenos. 

Los organismos parásitos también pueden causar enfermedades. 
Con ciclos de vida cada vez más complejos como aquellos de los pro- 
tozoos que producen la enfermedad del sueño (tripanosomas) o el pa- 
ludismo (especies de Plasmodium), las contramedidas de los patógenos 
también se tornan más complejas. Las bacterias, protozoos y hongos, 
en especial aquellos que causan enfermedades en los animales, común- 
mente reciben el nombre de microbios. 


Los leucocitos circulan por el cuerpo y residen en 
tejidos y ganglios linfáticos 


Exceptuando los eritrocitos, pocas células con función asignada reco- 
rren tanta distancia como lo hacen las células que proporcionan in- 
munidad. La circulación en mamíferos funciona como un vehículo de 
transporte necesario para eritrocitos, leucocitos y plaquetas. Aunque 
los eritrocitos nunca abandonan la circulación (su función de acarrear 
oxígeno no lo requiere), los leucocitos (glóbulos blancos) utilizan la 
circulación exclusivamente para transporte. La función de transpor- 
te en la circulación asegura que los linfocitos sean distribuidos desde 
los sitios donde son generados (médula ósea, timo, hígado fetal) hacia 
aquellos donde serán activados (ganglios linfáticos, bazo), y luego a los 
sitios de la infección donde podrán eliminar a los invasores. Una vez 
que los linfocitos arriban a un determinado sitio, luego pueden aban- 
donarlo y reingresar a la circulación en el curso de su labor. 

El inmunitario es un sistema interconectado de vasos, Órganos y 
células, dividido en estructuras linfoides primarias y secundarias (Fig. 
23-2). Los órganos linfoides primarios, los sitios donde se generan los 
linfocitos (el subconjunto de leucocitos que incluyen linfocitos B y T) 
y adquieren sus propiedades funcionales, incluyen el timo, donde se 
generan los linfocitos T, y la médula ósea, donde se generan las células 
B (linfocitos B). Las respuestas inmunitarias adaptativas, que requieren 
de linfocitos funcionalmente competentes, se inician en los órganos lin- 
foides secundarios, incluyendo los ganglios linfáticos y el bazo. Todos los 
órganos linfoides se encuentran poblados por células de origen hema- 
topoyético (véase la Fig. 21-18), generadas en el hígado del feto y luego 
en la médula ósea durante el resto de la vida. Se estima que el número 
total de linfocitos en un hombre adulto joven es de 500 x 10”, de los 
cuales aproximadamente el 15% se encuentra en el bazo, 40% en otros 
órganos linfoides secundarios (amígdalas, ganglios linfáticos), 10% en 
el timo y 10% en la médula ósea; el resto se encuentra circulando el 
torrente sanguíneo. 

Los vasos sanguíneos de vertebrados permiten la salida de líquido 
desde la circulación, impulsado por la tensión arterial positiva que ejer- 
ce el bombeo del corazón. Estos líquidos no solo contienen nutrientes, 
sino también proteínas que llevan a cabo funciones de defensa. Para 
mantener la homeostasis, el líquido que sale de la circulación debe fi- 
nalmente regresar y lo hace en forma de linfa, a través de los vasos lin- 
fáticos. El volumen total de linfa es hasta 3 veces mayor que el volumen 
total de sangre. Los vasos linfáticos se encuentran abiertos en su extre- 
mo más distal para colectar el líquido intersticial que baña las células 
y los tejidos. Los vasos linfáticos se unen a vasos colectores de mayor 
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FIGURA 23-2 Aparato circulatorio y sistema linfático. La tensión arterial 
positiva ejercida por el bombeo del corazón es responsable de la pérdida 

de líquido desde la circulación (rojo) hacia los espacios intersticiales de 

los tejidos, de modo que las células del cuerpo puedan tener acceso a los 
nutrientes y eliminar los residuos. Este líquido intersticial, cuyo volumen 

es aproximadamente tres veces mayor que el de toda la sangre circulante, 
regresa a la circulación en forma de linfa, que atraviesa estructuras anatómicas 
especializadas denominadas ganglios linfáticos. Los órganos linfoides 
primarios, donde se generan los linfocitos, son la médula espinal (linfocitos B 
y precursores de linfocitos T) y el timo (linfocitos T). El inicio de una respuesta 
inmunitaria involucra a los órganos linfoides secundarios (ganglios linfáticos, 


bazo). 


tamaño que transportan la linfa a los ganglios linfáticos. Un ganglio 
linfático está formado por una cápsula organizada en áreas definidas 
por el tipo de célula que se encuentra allí. Los vasos sanguíneos que 
ingresan en un ganglio linfático le entregan linfocitos B y T. La linfa que 
llega a un ganglio linfático transporta las células que han encontrado 
(“muestra”) antígenos, como también antígenos solubles, drenados del 
tejido por ese vaso linfático aferente en particular. En el ganglio linfá- 
tico, interaccionan las células y moléculas requeridas para la respuesta 
inmunitaria adaptativa y responden a la nueva información antigénica 
adquirida. Luego, ejecutan las funciones efectoras necesarias para eli- 
minar el patógeno del cuerpo (Fig. 23-3). 

Se puede pensar en los ganglios linfáticos como filtros en los 
cuales se colecta la información antigénica obtenida en sitios dis- 
tales y es presentada al sistema inmunitario de forma tal de evocar 
la respuesta apropiada. Todos los pasos relevantes que conducen a 
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Los límites mecánicos y físicos forman la primera 
barrera de defensa contra los patogenos 


Como se señaló anteriormente, las defensas mecánicas y físicas for- 


man la primera línea de defensa del huésped contra patógenos (Fig. 
23-1). Las defensas mecánicas incluyen la piel, los epitelios y el exoes- 
queleto de artrópodos, y constituyen barreras que pueden ser abier- 
tas por daño mecánico o a través de ataques químicos enzimáticos 
específicos. Las defensas químicas incluyen no solo el bajo pH que se 
encuentra en las secreciones gástricas, sino también enzimas como 
la lisozima, hallada en el líquido lacrimal y que puede atacar directa- 
mente a los microbios. 

La importancia de las defensas mecánicas, que operan de forma 
continua, es inmediatamente evidente en el caso de víctimas de quema- 
duras. Cuando la integridad de la epidermis y la dermis se encuentra 
comprometida, la rica fuente de nutrientes en los tejidos subyacentes 
se halla expuesta, y las bacterias transportadas por el aire o bacterias 
no dañinas que se encuentran en la piel pueden multiplicarse sin res- 
tricción y, finalmente, superan las defensas del huésped. Los virus y las 
bacterias han evolucionado en sus estrategias para romper la integri- 
dad de estas barreras físicas. Los virus con envoltura, como el del HIV, 
la rabia y la gripe, tienen proteínas de membrana dotadas de propie- 
dades fusogénicas. Después de la adhesión del virión con la superficie 
a lcd 
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FIGURA 23-3 Inicio de la respuesta inmunitaria adaptativa en los 
ganglios linfáticos. El reconocimiento de antígenos por los linfocitos B 

y Tlocalizados en los ganglios linfáticos inicia una respuesta inmunitaria 
adaptativa. Los linfocitos salen de la circulación y comienzan a residir en los 
ganglios linfáticos (paso IM). La linfa transporta el antígeno en dos formas: 
como antígeno soluble y en células dendríticas portadoras del antígeno. 
Ambas formas son transportadas hacia los ganglios linfáticos por la vía aferente 


Varias proteínas solubles presentes constitutivamente en la sangre, o 
producidas en respuesta a una infección o inflamación, contribuyen 
también a las defensas innatas. Los animales que carecen de sistema 
inmunitario adaptativo, como los insectos, dependen exclusivamente 
de las defensas innatas para combatir infecciones. 


Fagocitos y células presentadoras de antígenos El sistema inmu- 
nitario innato incluye macrófagos, neutrófilos y células dendríticas. 
Todas estas células son fagocíticas y se encuentran equipadas e0n 
receptores tipo Toll (TLR). Los miembros de esta jon de da 
nas de superficie celular detectan amplios patrones de marca E 
específicos de patógenos y, por lo tanto, son sensores clave cn e 
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linfática (pasos EJ EJ). El antígeno soluble es reconocido por los linfocitos 

B (paso EJ), y las células dendríticas portadoras de antígeno presentan el 
antígeno a los linfocitos T (paso EJ). Las interacciones productivas entre los 
linfocitos T y B (paso BJ) permiten a los linfocitos B moverse hacia los folículos 
y diferenciarse en células del plasma, las cuales producen y secretan grandes 
cantidades de inmunoglobulinas (anticuerpos). Los vasos linfáticos eferentes 
regresan la linfa desde el ganglio linfático hacia la circulación. 


Sistema del complemento Otro componente importante de sistema 
inmunitario innato es el complemento, un grupo de proteínas séricas 
que se unen directamente a las superficies de los microbios y de los 
hongos. Esta unión activa una cascada proteolítica que culmina, en- 
tre otras cosas, en la formación del complejo de ataque a la membrana, 
capaz de permeabilizar la membrana protectora del patógeno (Fig. 23- 
4). La cascada de señalización del complemento es conceptualmente 
similar a la cascada de la coagulación, con amplificaciones de la re- 
acción en cada etapa sucesiva de la activación. La vía clásica requiere 
de la presencia de anticuerpos producidos en el curso de la respuesta 
adaptativa y que se encuentren unidos a la superficie del microbio. Más 
abajo se describirá cómo se producen dichos anticuerpos. Muchas su- 
perficies microbianas tienen propiedades físicas y químicas, conocidas 
parcialmente, que resultan en la activación del complemento por la vía 
alternativa. Por último, los patógenos que tienen paredes con gran can- 
tidad de manosa activan el complemento a través de la vía de las lecti- 
nas de unión a manosas. La unión de la lectinas produce la activación 
de dos proteasas de unión a manosas asociadas a lectinas, MASP-1 y 
MASP-2, que permiten la activación de componentes de la cascada del 
complemento. Las tres vías convergen en la activación de la proteína de 
complemento C3. 
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FIGURA 23-4 Tres vías de activación del complemento. La via clásica 
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proteína sérica C3, un componente mayor del sistema del complemento, 
sobre la superficie microbiana. En cada paso se produce una amplificación 

de la actividad. Las tres vias « onvergen en C3, que se adhiere a CS y asi 

provoca la formación del complejo de ataque de membrana, que conducirá 

a la destrucción de las células diana. Los pequeños fragmentos de (3 y (5 
generados en el curso de la activación del complemento inician la inflamación 
atrayendo neutróhlos, células fagociticas que pueden eliminar bacterias dentro 
de un corto alcance o por ingestión. 


El C3 es sintetizado como un precursor que tiene un enlace 
tioéster interno entre una cisteína y un residuo de glutamato cerca- 
nos entre sí. Este enlace tioéster se vuelve extremadamente reactivo 
después de la activación proteolítica de C3. El enlace activado de 
tioéster en C3 puede reaccionar con aminas primarias o hidroxilos 
cercanos, creando un enlace covalente entre C3 con una proteína 
o hidrato de carbono cercanos. Si dichos reactivos no se encuen- 
tran disponibles, el enlace tioéster simplemente es hidrolizado y los 
productos de la hidrólisis quedan inactivos. Este modo de acción 
asegura que C3 será depositado covalentemente tan solo en com- 
plejos antígeno-anticuerpo que se encuentren cercanos. De modo 
similar, también serán un objetivo las superficies que contengan 
lectinas unidas a manosas o que hayan recibido depósitos de C3 
por la vía alternativa. Esto limita el efecto del complemento a su- 
perficies cercanas y se evita así el ataque inapropiado a células que 
no presenten el antígeno. 

Independientemente de la vía de activación, los C3 activados dis- 
paran componentes terminales de la cascada del complemento, C5 
a través de C9, lo que culmina en la formación del complejo de ata- 
que a la membrana, el cual se inserta en la mayoría de las membranas 
biológicas y las convierte en permeables. Esto resulta en la pérdida de 
electrolitos y pequeños solutos que producen lisis y muerte celular de 
la célula diana. Siempre que se active el complemento, se formará un 
complejo de ataque a la membrana y producirá la muerte de la célula 
sobre la cual se deposite dicho complejo. El efecto microbicida directo 
de una cascada de activación del complemento es una función protec- 
tora importante. 

Las tres vías de activación del complemento también generan 
los fragmentos de ruptura de C3a y C5a, que se unen a los recep- 
tores acoplados a proteínas G y realizan quimiotaxis positiva para 
neutrófilos y otras células involucradas en la inflamación (véase 
luego). Las tres vías también hacen que los fragmentos de C3 se 
depositen covalentemente sobre las estructuras diana del comple- 
mento. Las células fagocíticas utilizan estos marcadores derivados 
de C3 para reconocer, ingerir y destruir estas partículas marcadas, 
proceso denominado opsonización. 

La cascada del complemento cumple así múltiples papeles en la 
defensa del huésped: puede destruir la membrana que envuelve al pa- 
tógeno (virus, bacteria); puede marcar o señalizar covalentemente los 
patógenos diana para que sean más fácilmente ingeridos por células 
fagocíticas capaces de matar al patógeno y presentar sus contenidos 
a células que iniciarán una respuesta inmunitaria adaptativa, y, final- 
mente la activación del complemento genera señales quimiotácticas 
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FIGURA 23-5 Células natural killer. Las células natura! killer (NK) son una 


fuente importante del interferón y (IFN-y) y pueden destruir células infectadas 
con virus y células cancerígenas por medio de perforinas. Estas proteínas 
formadoras de poros permiten el acceso al citoplasma de las serina proteasas 
denominadas granzimas de la célula que va a ser eliminada. Las granzimas 
pueden también iniciar la apoptosis a través de la activación de Caspasas 
(véase Cap. 12). Los receptores NK identifican células infectadas o dañadas y 
estimulan a las células NK a destruirlas. Otros receptores identifican a las células 
normales e inhiben la activación de células NK. 


realizado por las células NK involucra varias clases de receptores, capa- 
ces de enviar señales de estimulación (lo que promueve la eliminación 
de la célula) o de inhibición. Los interferones se clasifican dentro de la 
familia de pequeñas proteínas citocinas secretadas que ayudan a regu- 
lar la respuesta inmunitaria de modos variados. Durante el progreso 
del capítulo, nos encontraremos con otras citocinas y se analizarán al- 
gunos de sus receptores. 


La inflamación es una respuesta compleja 
alas heridas e incluye la respuesta inmunitaria 
innata y la adaptativa 


Cuando un tejido vascularizado es herido, la respuesta estereotipada 
que sigue es la inflamación. El daño puede ser simplemente el corte 
con una hoja de papel o el resultado de una infección por un patógeno. 
La inflamación, o respuesta inflamatoria, se caracteriza por cuatro sig- 
nos clásicos: rubor, tumefacción, calor y dolor. Estos signos son causados 
por un aumento en el flujo sanguíneo (vasodilatación), la atracción de 
células al sitio de daño y la producción de mediadores solubles respon- 
sables de la sensación de calor y dolor. La inflamación tiene un valor 
de protección inmediato a través de la activación de tipos celulares y 
productos solubles que, juntos, llevarán a cabo la respuesta inmunitaria 
innata. Además, la inflamación crea un ambiente local que conducirá 
a la iniciación de la respuesta inmunitaria adaptativa. Sin embargo, si 
no es controlada correctamente, la inflamación puede ser una causa 
Mayor de daño tisular. o 
La Figura 23-6 ilustra los componentes principales que intervie- 
nen en la respuesta inflamatoria a patógenos bacterianos y la subse- 
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FIGURA 23-6 Interacción de la respuesta inmunitaria innata y 
adaptativa contra una bacteria patógena. Una vez que la bacteria rompe 
las defensas mecánicas y químicas del huésped, la bacteria es expuesta a 
componentes de la cascada del complemento, como así también a células 
que brindan protección inmediata, como los neutrófilos (paso ID. Varios 
mediadores inflamatorios inducidos por el daño al tejido contribuyen a la 
respuesta inflamatoria local. La destrucción local de la bacteria resulta en la 
liberación de antígenos bacterianos, que son transportados por la vía linfática 
aferente hacia el drenaje del ganglio linfático (paso ED. Las células dendríticas 
adquieren el antígeno en el sitio de infección, se convierten en migratorias 
en respuesta a los productos microbianos y se mueven al ganglio linfático, 
donde activan a los linfocitos T (paso EJ). En el ganglio linfático, los linfocitos 
|, esunulados por el antígeno, proliferan y adquieren habilidades efectoras, 
incluyendo la habilidad de ayudar a los linfocitos B (paso B), y algunos 

se moveran a la medula ósea y completarán su diferenciación en células 
plasmáticas (paso BB) En respuestas mas tardías del sisterna inmunitario, 

los Infocitos T activados proporcionan asistencia adicional a los linfocitos 

B que han experimentado el antígeno a producir células plasmáticas que 
secretarán a una tasa tapida anticuerpos específicos para el antígeno (paso BM). 
Los anticuerpos producidos como consecuencia de la exposición inicial a la 
bacteria actúan en sinergia con el complemento para eliminar la infección 
(paso) s: persiste, O proporcionar una protección rápida en el caso de 
reexposición al mismo patógeno 
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cuente iniciación de la respue 


En sta inmunitaria adaptativa. Las células 
dendríticas que residen e 


n los tejidos detectan la presencia de pató- 
genos a través de sus receptores tipo Toll (TLR) 
do mediadore 
funcionan co 


y responden liberan- 
s solubles como citocinas y quimiocinas; estas últimas 
mo atractores químicos para las células del sistema in- 
munitario. Los neutrófilos, un segundo tipo celular importante en 
la respuesta inflamatoria, abandonan la circulación y migran hacia 
cualquier herida en un tejido o infección en respuesta a las citoci- 
nas y quimiocinas producidas en el tejido dañado. Los neutrófilos, 
que constituyen casi la mitad de todos los leucocitos en circulación, 
son fagocíticos e ingieren y destruyen directamente los patógenos 
bacterianos y micóticos. Los neutrófilos pueden interactuar con una 
gran variedad de macromoléculas derivadas de patógenos a través de 
sus receptores tipo Toll. La activación de estos receptores permite a 
los neutrófilos producir citocinas y quimiocinas, que luego atraerán 
más leucocitos (neutrófilos, macrófagos y, por último, linfocitos T y 
B) al área. Los neutrófilos activados pueden liberar enzimas destruc- 
toras de bacterias (p. ej.; lisozimas y proteasas), y también pequeños 
péptidos con actividad microbicida, denominados colectivamente 
defensinas. También, los neutrófilos activados pueden activar enzi- 
mas que producen aniones de superóxido y otras especies reactivas 
del oxígeno (véase Cap. 12, p. 541) que pueden eliminar microbios 
en un rango corto. Otro tipo celular que contribuye a la respuesta 
inflamatoria y reside en los tejidos son los mastocitos (o células ce- 
badas). Cuando son activadas por una variedad de estímulos físicos 
O químicos, los mastocitos liberan histamina, un mediador que au- 
menta la permeabilidad vascular y así facilita el acceso de las proteí- 
nas del plasma (p. ej., el complemento) que pueden actuar contra el 
patógeno invasor. 

Una respuesta temprana importante frente a una infección o una 
herida es la activación de una variedad de proteasas del plasma, inclui- 
das las proteínas de la cascada del complemento discutidas previamen- 
te (véase la Fig. 23-4). Los péptidos producidos durante la activación 
de estas proteasas tienen actividad quimiotáctica, responsable de la 
atracción de neutrófilos al sitio de tejido dañado. Luego, inducen la 
producción de citocinas proinflamatorias como las interleucinas 1 y 6 
(IL-1 e IL-6). El reclutamiento de neutrófilos depende también de un 
incremento en la permeabilidad vascular, controlada en parte por me- 
diadores lipídicos (p. ej., prostaglandinas y leucotrienos) derivados de 
fosfolípidos y ácidos grasos. Todos estos eventos ocurren rápidamente, 
y comienzan minutos después de producida la herida. Si se fracasa en 
resolver la causa de esta respuesta inmediata, puede producirse una in- 
flamación crónica, en la cual las células del sistema inmunitario adap- 
tativo tienen un papel importante. 

Cuando la carga de patógenos es alta en el sitio donde el tejido 
fue dañado, puede exceder las capacidades del sistema de defensas 
mecánicas innatas de luchar con él. A su vez, muchos patógenos han 
adquirido, en el curso de la evolución, herramientas para desarmar 
o evitar las defensas inmunitarias innatas. En dichas situaciones, se 
requiere que el sistema inmunitario adaptativo controle la situación. 
Esta respuesta adaptativa depende de células que incluyan la interfase 
entre la inmunidad innata y la adaptativa, incluyendo células presen- 
tadoras de antígenos como los macrófagos y células dendríticas, ca- 
paces de incluir patógenos intactos y matarlos después de ingerirlos. 
Estas células presentadoras de antígeno, en particular las dendríticas, 
pueden iniciar una respuesta inmunitaria adaptativa al transportar 
antígenos derivados de patógenos incluidos recientemente en los ór- 


ganos linfoides secundarios (véase Fig. 23-6). 
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La inmunidad adaptativa, tercera línea de defensa, 


tiene especificidad 


| término reservado para el reconoci- 


idad adaptativa es e | 
Inmunidad adapta os ta. 


miento altamente específico de sustancias > sde ¡ 
completa requiere de días o semanas después de qua són AO 
os linfocitos que portan los receptores espe- 
s células clave responsables de la inmuni- 
dad adaptativa. Un indicador temprano de la naturaleza eeh 
de la respuesta adaptativa provino del descubrimiento por Emi von 
Behring y Shibasaburo Kitasato en 1905 de los anticuerpos, molé- 
culas efectoras claves en la inmunidad adaptativa. Ellos comenza- 
ron transfiriendo suero (líquido de color trigo que se separa de los 
restos celulares después de completar el proceso de coagulación) de 
cobayas o conejillos de indias inmunizados con dosis subletales de la 


toxina de la enfermedad letal difteria a animales que no habían sido 
a. Los animales que recibieron el suero estaban 


la exposición inicial. L 
cíficos de antígenos son la 


expuestos a la bacteri : Ea 
así protegidos contra una dosis letal de la misma bacteria (Fig. 23-7, 


izquierda). La transferencia de suero de animales que no habían sido 
expuestos a la toxina de difteria falló en la protección, que estaba 
limitada al microbio que producía la toxina de difteria. Este expe- 
rimento demostró la especificidad, esto es, la habilidad de distinguir 
entre dos sustancias relacionadas, toxinas, de la misma clase. Dicha 
especificidad es distintiva del sistema inmunitario adaptativo. Inclu- 
so proteínas que difieran en un único aminoácido pueden diferen- 
ciarse por medios inmunológicos. 

A partir de estos experimentos, von Behring infirió la existen- 
cia de corpúsculos (Antikórper), o anticuerpos, como el factor de 
transferencia responsable de la protección. El suero inmunitario que 
contenía anticuerpos no solo brindaba protección in vivo, sino que 
también mataba microbios en tubos de ensayo (Fig. 23-7, derecha). 
El calentamiento del suero inmune a 56 *C causaba destrucción de 
esta actividad capaz de matar, pero era restituida al agregar sue- 
ro fresco no calentado de animales no expuestos al microbio. Este 
descubrimiento sugería que un segundo factor, ahora denominado 
complemento, actuaba en sinergia con los anticuerpos para matar 
las bacterias. Ahora sabemos que los anticuerpos de von Behring 
son proteínas séricas conocidas como inmunoglobulinas y que el 
complemento es una serie de proteasas descritas anteriormente que 
llevan a cabo la destrucción del patógeno (véase Fig. 23-4). Las in- 
munoglobulinas pueden neutralizar no solo toxinas de bacterias, 
sino también otros agentes dañinos como virus al unirse directa- 
mente a ellos de modo tal de prevenir que los virus se unan a cé- 
lulas huésped. En este sentido, es posible administrar anticuerpos 
producidos contra veneno de serpiente a víctimas de mordeduras de 
serpientes para protegerlos contra la intoxicación: los anticuerpos 
antiveneno de serpiente impiden a la toxina que se una a las dianas 
en el huésped, y por lo tanto la neutralizan Este proceso se conoce 
como inmunización pasiva, un procedimiento que salva vidas a tra- 


vés de la neutralización instantánea de Sustancias dañinas como una 
toxina. Entonces, los anticuerpos 
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te comprometidos ( 
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actuales permiten la supervivencia 
Unitarios se encuentran gravemen- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 23-7 La existencia de anticuerpos en el suero 
de animales infectados fue demostrada por von Behring y Kitasato. 

La exposición de animales a dosis subletales de la toxina de difteria (o la 
bacteria que la produce) genera en el suero sustancias que protegen contra 
una exposición subsecuente a una dosis letal de la toxina [o la bacteria que 

la produce). El efecto protector de este suero puede ser transferido desde un 
animal que ha sido expuesto al patógeno hacia Otro que no lo ha sido. Cuando 
el animal recibe el suero y es luego expuesto a una dOsI5 letal de la bacteria, 
sobrevive. Este efecto es especifico para el patógeno utilizado para generar 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 23.1 


Generalidades de la defensa del huésped 


* Las defensas químicas y mecánicas brindan protección contra la 


mayoría de los patógenos. Esta protección es inmediata y continua, 
pero tiene poca especificidad. La inmunidad innata y la adaptativa 
proporcionan defensa contra los patógenos que logren romper con las 
barreras mecánicas y químicas del cuerpo (véase Fig. 23-1). 

y el sistema linfático distribuyen los 
y celulares de la inmunidad innata y 
23-2). 


* El aparato circulatorio 
componentes moleculares 
adaptativa a través del cuerpo (véase Fig. 


* La inmunidad innata es mediada por el sistema del complemento 


(véase Fig. 23-4) y diversos tipos de leucocitos, de los cuales los más 
importantes son los neutrófilos y otras células fagocíticas como los 
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+ suero + fresco 
de animal no 
expuesto a toxina 


Bacteria muerta 


Suero fresco contiene 
un “complemento” 
eliminado por el calor 


Animal sobrevive a la exposición 


la respuesta. Así, el suero contiene una sustancia transferible (anticuerpos) 


que protegen contra los efectos dañinos de patógenos virulentos. El suero 


recolectado de estos animales, que se llama inmune, muestra actividad 


bactericida in vitro. El calentamiento del suero inmune destruye su actividad 


bactericida. La adición de suero de animales no expuestos al patógeno y que 
no ha sido calentado restablece la actividad bactericida del suero inmune 


calentado. Entonces, el suero tiene otra sustancia que complementa la 


actividad de los anticuerpos 


macrófagos y las células dendríticas. Las células y moléculas de la 
inmunidad innata son desplegadas rápidamente (minutos a horas). 
Los receptores tipo Toll pueden reconocer patrones moleculares 
diagnósticos de la presencia de patógenos, pero la especificidad de 
dicho reconocimiento es modesta. 


« La inmunidad adaptativa es mediada por linfocitos T y B. Estas células 
requieren de algunos días para su activación completa y despliegue, 
pero pueden distinguir entre antígenos estrechamente relacionados. 
Esta especificidad en el reconocimiento de antígenos es la característica 
clave y distintiva de la inmunidad adaptativa. 


- La inmunidad innata y la adaptativa actúan de modo sinérgico. La 
inflamación, una respuesta temprana a un daño en el tejido o a una 
infección, involucra una serie de sucesos que combinan elementos de la 
inmunidad innata y de la adaptativa (véase la Fig. 23-6). 
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23.2 Inmunoglobulinas: estructura y función 


Las inmunoglobulinas, producidas por los linfocitos B, son las molé- 
culas mejor conocidas que confieren inmunidad adaptativa. En esta 
sección describiremos la organización estructural general de las inmu- 
noglobulinas, su diversidad estructural y cómo se unen a antígenos. 


Las inmunoglobulinas han conservado una 
estructura que consiste en cadenas pesadas y 
ligeras 


Al igual que el complemento, las inmunoglobulinas son proteínas del 
suero que pueden ser clasificadas según sus estructuras y propiedades 
funcionales. El fraccionamiento de antisueros, basado en su actividad 
funcional (p. ej., eliminación de microbios, unión a antígenos), condu- 
jo a la identificación de las inmunoglobulinas como la clase de proteí- 
nas séricas responsables de la actividad de anticuerpos. Las inmunoglo- 
bulinas están compuestas por dos cadenas pesadas (H, heavy) idénticas, 
unidas covalentemente a dos cadenas ligeras (L, light) idénticas (Fig. 
23-8). Entonces, la inmunoglobulina típica tiene una estructura doble 
simétrica, descrita como H,L,. Una excepción a esta arquitectura H,L, 
ocurre en los camélidos (camellos, llamas, vicuñas). Estos animales 
pueden generar inmunoglobulinas que son dímeros de cadenas pesa- 
das (H,) y no tienen cadenas ligeras. 

Se utilizó un enfoque bioquímico para responder la pregunta de 
cómo los anticuerpos logran distinguir entre antígenos afines y relacio- 
nados. Se utilizaron enzimas proteolíticas para fragmentar las inmuno- 
globulinas, que son proteínas relativamente grandes, a fin de identificar 
las regiones involucradas en la unión con el antígeno (véase Fig. 23-8). 
La proteasa papaína produce fragmentos monovalentes, denominados 
F(ab), que pueden unirse a una sola molécula de antígeno, mientras 
que la proteasa pepsina produce fragmentos bivalentes, denominados 
E(ab'), (F= fragmento; ab = anticuerpo, antibody). Por lo general, estas 
enzimas se usan para convertir moléculas intactas de inmunoglobu- 
linas en reactivos mono- o bivalentes. A pesar de que los fragmentos 
F(ab) son incapaces de entrecruzarse con un antígeno, los F(ab”), sí 
pueden hacerlo, y esto es una propiedad frecuentemente utilizada para 
realizar entrecruzamiento y así activar receptores de superficie. Muchos 
receptores, como el EGF, forman dímeros después de la unión a un 
ligando, un requisito para una activación completa de la cascada de se- 
ñalización. La porción liberada después de la digestión con papaína es 
incapaz de unirse a un antígeno y se denomina F, por su facilidad para 
cristalizar (F = fragmento; C = cristalizable). Después de este enfoque 
bioquímico que utilizó proteasas, se realizó un mapeo de los péptidos y 
estrategias de secuenciación para determinar la estructura primaria de 
las inmunoglobulinas. 


FIGURA 23-8 La estructura básica de una molécula de 
inmunoglobulina. Los anticuerpos son proteinas del suero también 
conocidas como inmunoglobulinas. Su estructura doble simétrica está 
compuesta por dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas 
La fragmentación de anticuerpos con proteasas produce fragmentos que 
retienen su capacidad de unión a antígenos. La proteasa papaína produce 
fragmentos monovalentes F(ab), y la proteasa pepsina produce fragmentos 
bivalentes Flab').. Los fragmentos F, no pueden unirse al antígeno, pero esta 
sección de la molécula tiene Otras propiedades funcionales 
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de su cadena pesada: cadenas H producen IgM; las E QL rr 
IgA; las y producen IgG; las Ó producen IgD y las ca poes e pro cy 
IgE. La estructura general de los isotipos de las Ig está representa a 
en la Figura 23-9. Por medio de características estruccaies únicas de 
sus porciones Fc, cada uno de los distintos isotipos de Ig lleva a cabo 


funciones especializadas. 

La molécula de IgM es secret 
zada por medio de puentes disulfuro y una cade e | 
su forma pentamérica, IgM tiene 10 sitios idénticos de unión a antí- 
genos que permiten una interacción altamente ávida con superficies 
que desplieguen el antígeno correspondiente (afín). La avidez se define 
como la suma total de la fuerza de las interacciones (afinidad) de los 
sitios individuales de unión disponibles y el número de dichos sitios 
de unión. Después de que IgM se deposita sobre una superficie que 
lleva el antígeno, la molécula pentamérica de IgM asume una confor- 
mación que conduce a la activación de la cascada del complemento, un 
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FIGURA 23-9 Isotipos de inmunoglobulinas. Las distintas clases 

de inmunoglobulinas, denominadas ¡sotipos, pueden ser distinguidas 
bioquímicamente y por técnicas inmunológicas. En ratones y seres humanos, 
existen dos tipos de cadenas ligeras (k y A) y cinco tipos de cadenas pesadas 
(u, S, y ar y e) Basado en la identidad de la cadena pesada, cada isotipo 
define una clase inmunoglobulina. lgG, IgÉ e lgD (no se muestran) son 
monómeros con una estructura general similar IgM e IgA son inusuales, ya 


modo efectivo de dañar la membrana sobre la cual IgM se encuentra 
adsorbida y sobre la cual, en consecuencia, se depositarán proteínas del 
complemento. 

La molécula IgA también interactúa con la cadena ], formando 
una estructura dímera. El dímero IgA puede unirse al receptor po- 
limérico IgA que se encuentra en el lado basolateral de las células 
epiteliales, donde su unión resultará en una endocitosis mediada por 
receptor. Luego, el receptor IgA se rompe y el dímero IgA unido a 
un fragmento del receptor proteolítico (pieza secretora) es liberado 
desde el sitio apical de la célula epitelial. Este proceso, denominado 
transcitosis, es un modo efectivo para transportar inmunoglobuli- 
nas desde el lado basolateral de un epitelio hacia el lado apical (Fig. 
23-104). El líquido lagrimal y otras secreciones son ricas en IgA y así 
proporcionan protección contra patógenos del ambiente. 

El isotipo IgG es importante para la neutralización de partículas vi- 
rales. Este isotipo también ayuda a preparar partículas de antígeno para 
que sean adquiridas por células equipadas con receptores específicos 
para la porción Fc de moléculas IgG (véase luego). 

El sistema inmunitario de los recién nacidos es inmaduro, y los 
mamíferos transfieren anticuerp 
través de la leche materna. El rece 
lgG maternales es el receptor Fc neonal 
presente en las células del epitelio intest! 
tosis, los IgG capturados en el lado luminal del tracto intestinal son 
transportados a través del epitelio intestinal para que estos anticuer- 
pos de la leche se encuentren disponibles a fin de brindar protección 
pasiva al roedor lactante (Fig. 23-10b). En los seres humanos, el FcKn 
se halla en las células fetales en contacto con la circulación materna 
en la placenta. La transcitosis de anticuerpos IgG de la circulación 
materna a través de la placenta transporta los anticuerpos maternos 


os protectores de la madre al feto a 
ptor responsable de capturar los 
natal (FcRn), que se encuentra 
nal en roedores. Por transci- 
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que pueden existir en el suero como pentámeros y dimeros, respectivamente, 
acompañadas por una unidad accesoria, la cadena ), en una unión covalente 
disulfúrica. La representación de volumen de las inmunoglobulinas resalta su 
diseño modular, cada barril representa un dominio individual lg. Los diferentes 
isotipos tienen distintas funciones. Véase la Figura 23-12 para definiciones de 
las abreviaturas 


al feto. Estos anticuerpos maternales protegerán al recién nacido has- 
ta que su sistema inmunitario sea lo suficientemente maduro para 
producir sus propios anticuerpos. En adultos, el FcKn se encuentra 
expresado también en células endoteliales y ayuda a controlar la can- 
tidad de IgG resultante en la circulación. 

Como veremos en la Sección 23.3, los isotipos IgM e IgD son expre- 
sados como receptores unidos a la membrana de linfocitos B, en linfo- 
citos B recién generados. Allí, las cadenas | tienen un papel importante 
en el desarrollo y activación de los linfocitos B. 


Cada linfocito B produce una única 
inmunoglobulina, generada clonalmente 


La teoría de selección clonal postula que cada linfocito tiene un recep- 
tor de unión a antígeno con especificidad única. Cuando un linfocito 
se encuentra con el antígeno para el cual es específico, ocurre expan- 
sión clonal (división celular rápida) que permite una amplificación 
de la respuesta, lo que culmina en la eliminación del antígeno (Fig. 
23-11). En una respuesta inmunitaria típica, el antígeno que genera 
la respuesta tiene una composición compleja: incluso el virus más 
simple contiene varias proteínas distintas. Varios linfocitos indivi- 
duales responderán a un antígeno dado y expandirán su respuesta, y 
cada uno producirá su propio receptor de antígeno con su estructura 
única y generará así características de unión únicas (afinidad). De- 
bido a que cada linfocito se encuentra dotado de un único receptor 
y la clonación se genera en respuesta al antígeno, esta respuesta se 
denomina policlonal. 

Los tumores de linfocitos B, que representan expansiones clona- 
les malignas de linfocitos individuales, permitieron el primer análisis 
molecular de los procesos que se encuentran detrás de la generación 
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FIGURA 23-10 Transcitosis de IgA e IgG. (a) lgA, hallada en las secreciones 
de distintas mucosas, requiere del transporte a través del epitelio. IgA se une 
al receptor IgA polimérico y es endocitada. Después de ser transportada a 
través de una capa de epitelio, una porción del receptor se parte y se libera IgA 
del lado apical junto con una porción del receptor, la pieza secretora. (b) Los 
roedores que se alimentan de leche materna adquieren Ig a partir de ella. Los 
recién nacidos tienen receptores F. (FcRn) en la superficie apical del epitelio 
intestinal, cuya estructura se parece a la de las moléculas MHC clase | 

(véase Fig. 23-21). Después de que este receptor se une a la porción F. de IgG, 
la transcitosis mueve el IgG adquirido al lado basolateral del epitelio. En seres 
humanos, el sincitiotrofoblasto en la placenta expresa FcRn y media así la 
adquisición de IgG de la circulación materna y la transporta al feto (transporte 


transplacentario). 
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FIGURA 23-11 Selección clonal. La teoría de selección clonal propone 

la existencia de una gran cantidad de linfocitos, cada uno equipado con un 
único receptor de antígeno específico (indicado por los diferentes colores) 
El antígeno que se una con el receptor de un linfocito en particular permitirá 
que ese linfocito se expanda clonalmente. A partir de un modesto número 
de células específicas de un antígeno, puede generarse un gran número de 
células de la especificad deseada (y grandes cantidades de sus secreciones). 


de diversidad de anticuerpos. Una observación clave fue que los tu- 
mores derivados de los linfocitos producían grandes cantidades de 
inmunoglobulinas secretadas. Algunas de las cadenas ligeras de las 
inmunoglobulinas son secretadas en la orina de los pacientes por- 
tadores de tumores. Estas cadenas ligeras, denominadas proteínas 
Bence-Jones por sus descubridores, ya han sido purificadas y son el 
primer objetivo del análisis químico proteico. 

De este trabajo resultaron dos observaciones fundamentales: (1) 
no hubo dos tumores que produjeran cadenas ligeras con iguales 
propiedades bioquímicas, lo cual sugirió que todas eran únicas en 


su secuencia; (2) las diferencias en la secuencia de aminoácidos que 


distinguía una cadena ligera de otra no se encontraban distribuidas 
al azar, sino juntas dentro de un dominio denominado región varia- 
ble de la cadena ligera, o V,. Este dominio incluye la terminal N = 110 
aminoácidos. El remanente de la secuencia es i 
Y a ligeras (siempre que deriven de un isotipo idéntico, 
K 0 A) y se denomina región constante, o S í 

individuos portadores de tumores, se pee pi 
únicas de cada paciente individual. La secuenciación de a cadenas 
pesadas de estas preparaciones reveló que la variable residual que 
distingue una cadena pesada de otra se encontraba también concen- 


trada en un dominio especí É 
ecífico, conocid : . 
O como la r de 
la cadena pesada, o V. egión variable 


déntico para las dife- 
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se denominan regiones marco (Fig. 23-12a) (Alineamientos simila- 
res de secuencias de cadena pesadas de inmunoglobulinas también 
producen regiones hipervariables). En la estructura tridimensional 
plegada de las inmunoglobulinas, estas regiones hipervariables se 
encuentran muy próximas entre sí (Figs. 23-12b y 23-13) y reali- 
zan contacto con el antígeno. Entonces, la porción de una molécula 
de Ig que contiene las regiones hipervariables constituye el sitio de 
unión al antígeno. Es por ello que las regiones hipervariables son 
conocidas también como región determinante de la complementarie- 
dad (CDR, complementarity-determining regions). o 

La dificultad de codificar en la línea germinal toda la informa- 
ción necesaria para generar esta enorme diversidad de anticuenpos 
sugirió la posible existencia de mecanismos genéticos Únicos que 
explicaran esta diversidad. Tal vez se requieran tanto como un mi- 
llón de anticuerpos diferentes de especificidad única para tener una 
protección suficiente contra la multitud de patógenos que enfren- 
tamos durante nuestra vida, aunque dicha estimación es solo una 
conjetura. Dado el tamaño de una cadena pesada y una ligera de 
un anticuerpo típico (cada combinación de cadena pesada y cadena 
ligera, si es codificada como tal, requeriría = a. kb, dependien- 
do del isotipo), es obvio que Un organismo agotaría la capacidad de 
codificación del DNA para codificar un conjunto de anticuerpos lo 
suficientemente variable para proporcionar una protección adecua 
da contra una amplia gama de patógenos y otras sustancias extrañas 


FIGURA 23-12 Regiones hipervariables y el plegamiento de la 
inmunoglobulina. (a) Variación en la variabilidad de aminoácidos con 
posición residual en la cadena ligera de lg. Se representa el porcentaje de 
secuencias de región variable con aminoácidos variables para Cada posición 
de la secuencia. A las posiciones para las cuales se encuentran presentes 
muchos aminoácidos diferentes se les asignan índices de variabilidad altos; 

a aquellas que no varían entre distintas secuencias comparadas se les asigna 
un valor de 0. Este análisis revela tres regiones de alta variabilidad, las regiones 
hipervariables (HV) 1, 2 y 3, denominadas también regiones determinantes 
de la complementariedad (CDR). (b) Representación tridimensional de 

un fragmento Flab”) (derecha) y un diagrama de cinta de un dominio de 
cadena ligera variable de un Ig típico (V,) con las posiciones de las regiones 
hipervariables indicadas en rojo (izquierda). Las regiones hipervariables se 
encuentran en los bucles que conectan las hebras P y realizan contacto con 
el antígeno. Las hebras f (reproducidas con flechas) conforman dos láminas B 
y constituyen la región marco. Nótese que cada variable y dominio constante 
tiene una estructura tridimensional característica, denominada plegamiento 
de la inmunoglobulina. L = cadena ligera; H = cadena pesada; V,, = dominio 
variable de la cadena pesada, V. = dominio variable de la cadena ligera; C,,1, 
€,2,€,3= dominios constantes de la cadena pesada; €, = dominio constante 
de la cadena ligera 


a las que el organismo se expondrá. Veremos que, en efecto, existen 
mecanismos únicos para crear un conjunto adecuadamente variado 
de anticuerpos. 


Hidrato de carbono 


Los dominios de las inmunoglobulinas tienen 
pliegues característicos compuestos por dos 
láminas f estabilizadas por un puente (enlace) 
disulfuro 


Ambos dominios de las inmunoglobulinas, variable y constante, 
se pliegan en una estructura tridimensional compacta compuesta 
exclusivamente por láminas P (véase la Fig. 23-12b). Un dominio 
de Ig típico contiene dos láminas B (una con tres hebras y otra con 
cuatro) unidas por un puente disulfuro. Los residuos orientados 
hacia adentro son los más hidrófobos y ayudan a estabilizar esta es- 
tructura tipo “sándwich”. Los residuos expuestos a solventes mues- 
tran una mayor frecuencia de polaridad y lados de cadena carga- 
dos. El espaciamiento de los residuos de cisteína que conforman 
el puente disulfuro y un pequeño número de residuos muy con- 
servados caracterizan esta disposición estructural evolutivamente 
antigua, denominada plegamiento de inmunoglobulinas. El ple- 
gamiento básico de inmunoglobulinas se encuentra en un número 
de proteínas eucariotas que no están involucradas directamente en 
el reconocimiento de antígenos específicos, incluyendo la superfa- 
milia Ig de moléculas de adhesión celular o IgCAM (cell-adhesion 
molecules, Cap. 20). 

La región del antígeno que realiza contacto con el anticuerpo 
correspondiente se denomina epítopo. Un antígeno proteico con- 
tiene usualmente múltiples epítopos, los cuales por lo general se 
encuentran en bucles o superficies de la proteína y son así accesibles 
a las moléculas de anticuerpos. Cada preparación de anticuerpos 
homogéneos, derivados de una población clonada de linfocitos B, 
reconoce un único epítopo definido molecularmente sobre el antí- 
geno correspondiente. 
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23.2 Inmunoglobulinas: estructura y función 


Cadena ligera 


Antígeno 


FIGURA 23-13 Estructura de la inmunoglobulina. Este modelo muestra la 
estructura tridimensional de una inmunoglobulina que forma un complejo con 


Para resolver la estructura de un complejo de anticuerpo y su 
epítopo afín sobre el antígeno, es importante tener una fuente de 
inmunoglobulinas homogéneas y el antígeno en su forma pura. Las 
inmunoglobulinas homogéneas pueden obtenerse de tumores de lin- 
focitos B (expansiones monoclonales malignas de linfocitos B que se- 
cretan inmunoglobulinas), pero en este caso no se conoce el antígeno 
para el cual el anticuerpo es específico. El descubrimiento esencial 
para generar preparados de anticuerpos homogéneos adecuados a fin 
de realizar un análisis estructural fue el desarrollo de técnicas para 
obtener anticuerpos monoclonales producidos por hibridomas en 
un medio de selección especial (véase Cap. 9, pp. 402-404). La crea- 
ción de líneas celulares inmortales que producen anticuerpos de una 
especificidad definida (anticuerpos monoclonales) ha brindado he- 
rramientas esenciales para los biólogos moleculares: los anticuerpos 
monoclonales son ampliamente utilizados para la detección específica 
de macromoléculas y sus modificaciones. Los anticuerpos monoclo- 
nales pueden detectar proteínas y sus modificaciones (fosforilación, 
nitrosilación, metilación, acetilación, etc.), complejos de hidratos de 
carbono (gluco), lípidos, ácidos nucleicos y sus modificaciones, y se 
han convertido así de gran utilización en laboratorios y también para 
propósitos de diagnóstico. 

Ahora tenemos un conocimiento detallado de la estructura de 
un gran número de anticuerpos monoclonales en complejo junto 
al antígeno para el cual son específicos. No existen reglas cortas y 
simples que describan estas interacciones, además de las reglas co- 
munes que se aplican a la interacción entre proteínas y otras (ma- 
cro) moléculas (véase Cap. 3). Las CDR realizan las contribuciones 
más importantes a la interfase antígeno-anticuerpo, con un papel 
particularmente predominante de CDR3 en la cadena pesada de 
Ig, seguido por CDR3 en la cadena ligera de Ig. Se describirá luego 
cómo se establece la diversidad en CDR. 
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disulfuro 
entre cadenas 


Región determinante de la 
complementariedad 
(CDR) Antígeno 


Cadena ligera 


Cadena pesada 


lisozima de huevo blanco de gallina (un antígeno proteico) determinado por 
938) 


cristalografía de rayos X. (Basado en EA. Padlan y cols, 1989 Proc. Nat! Acad. Sc1 USA 86:5 


La región constante de una inmunoglobulina 
determina sus propiedades funcionales 


Los anticuerpos reconocen a los antígenos a través de sus regiones 
variables, pero sus regiones constantes determinan gran cantidad de 
propiedades funcionales. Una propiedad funcional importante de los 
anticuerpos es la capacidad neutralizadora. Al unirse a los epítopos en 
la superficie de partículas de virus o bacterias, los anticuerpos pueden 
bloquear una interacción productiva entre el patógeno y la célula hués- 
ped, y así inhibir (neutralizar) la infección. 

Los anticuerpos unidos a un virus o a una superficie microbiana 
pueden ser reconocidos directamente por células que expresan recep- 
tores específicos para las porciones Ec de las inmunoglobulinas. Estos 
receptores Fc (FcR), específicos para clases individuales o subclases de 
inmunoglobulinas, exhiben una heterogeneidad estructural y funcio- 


. ; e ), ¡ 
nal considerable. Por medio de eventos dependientes de FeR, células 
fagocíticas especializadas como células de 


| ndríticas y macrófagos pue- 
den unirse a partículas marcadas por 


anticuerpos, y luego ingerirlas y 
destruirlas en el proceso de opsonización. Los eventos dependientes de 
EcR también permiten que algunas células del sistema inmunitario (p. 
e)., monocitos y células NK) puedan unirse directamente a células es- 
pecíficas que exhiban partículas virales u otros antígenos a los cuales se 
hayan unidos los anticuerpos. Esta unión puede inducir a las células del 
sistema inmunitario a liberar pequeñas molé 
cales de oxígeno) o los contenidos de gránulos citotóxicos, incluyendo 
A. y granzimas. Estas proteínas pueden unirse a la superficie 

e la célula diana, infligir daño en la membrana y así matarla (véase la 


Fig. 23-5). E l 
g | 5). E ste proceso, denominado citotoxicidad celular dependiente 
de anticuerpos, ilustra cómo las célul 


interactúan con, y se benefician de, | 
tario adaptativo. 


culas toxicas (p. ej., radi- 


as del sistema inmunitario innato 
Os productos del sistema inmuni- 


según del isotipo de la inmunoglobulina, el complejo 
ás ' 


: da OS antígeno- 
anticuerpo puede iniciar la vía clásica de antígeno 


: activación del comple 
saca E > RP / A al 
mento (véase | E e 1). IgM e 1gG3 son particularmente eficaces 
»n la activación de > po 
en la acti ARA e complemento, pero todas las clases de IgG pue- 
den en principio activar el compl ¡ 
emento, mientras qu 

, d e IgA e IgE 

no pueden. ia 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 23.2 


Inmunoglobulinas: estructura y función 


+ La mayoría de las inmunoglobulinas (anticuerpos) están compuestas 
por dos cadenas pesadas (H) idénticas y dos cadenas ligeras (L) idén- 
ticas, cada una con una región variable (V) y otra constante (C). La 
fragmentación proteolítica produce fragmentos monovalentes F(ab) 
y fragmentos bivalentes F(ab”), que contienen un dominio de región 
variable y retienen la capacidad de unirse al antígeno (véase Fig. 23-8). 
La porción Fc contiene el dominio de región constante y determina las 
funciones efectoras. 


. Las inmunoglobulinas se dividen en clases según las regiones 
constantes de las cadenas pesadas que tengan (véase Fig. 23-9). En 
mamíferos existen 5 grandes clases: IgM, IgD, IgG, IgA e IgE; las cadenas 
pesadas correspondientes son |, 5, y, ar y e. Existen dos clases grandes 
de cadenas ligeras, K y A, también caracterizadas por los atributos de 


sus regiones constantes. 


+ Cada secuencia individual de linfocito B expresa una secuencia 


única de inmunoglobulina y es entonces específico para una única 


partícula de antígeno. Después del reconocimiento del antígeno, solo 
un linfocito B que lleve un receptor específico para este será activado 
y se extenderá clonalmente (selección clonal) (véase la Fig. 23-11). 


antígenos en los anticuerpos €s conferida por 
que contienen regiones de hipervariabilidad, 
rvariables o determinantes de la complemen- 
3-12a). Estas regiones hipervariables se loca- 
dominio variable, donde pueden realizar 
s antígenos para los cuales el anticuerpo 


« La especificidad para 
los dominios variables, 
llamadas regiones hipe 
tariedad (véase la Fig. 2 
lizan en los extremos del 
contactos específicos con lo 
es específico. 


«Los dominios repetitivos que forman la molécula de inmunoglobulina 


tienen estructura tridimensional, el plegamiento delainmunoglobulina: 
consiste en dos láminas p plegadas unidas por un puente disulfuro 


(véase Fig. 23-12b). El plegamiento de la inmunoglobulina está 
ido en la evolución y Se encuentra en muchas 


ás de los anticuerpos, incluyendo una clase 


as de adhesión celular. 


ampliamente distribu 
otras proteínas adem 
importante de molécul 
os anticuerpos de propiedades 
as, como la capacidad de unirse 
nsportados a través del epitelio, 
ficos para la porción Fc de las 
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inmunoglobulinas. 


23.3 Generación de diversidad de anticuerpos y 
desarrollo de linfocitos B 


os tienen tiempos de replicación cortos, son relativa- 


Los patógen 
evolucionan con rapi- 


mente diversos en su composición genética, 


dez y generan aún más variación antigénica. Una defensa adecuada 
igualmente diversa. Los 


debe ser capaz de montar una respuesta 1 


anticuerpos cumplen dicha función. Los tiempos par 
arios a cambios en la compo- 
únicas en 


a la respuesta 


de los anticuerpos y los ajustes neces 


sición de los patógenos en cuestión imponen demandas 
a inmunitario adaptativo. 


vertebrado típi- 
esarios 


la regulación y organización del sistem 
La capacidad de codificación del genoma de un 


co no podría codificar el gran número de anticuerpos nec 
a contra la diversidad de microbios 


para una protección adecuad 
cionó 


a los que el huésped se expone. Un mecanismo único evolu 
para permitir no solo una variabilidad ilimitada en el repertorio 
de anticuerpos, sino también a fin de posibilitar un ajuste rápido 
de la calidad de los anticuerpos que se producen para satisfacer 
las demandas de un despliegue de virus O infección de bacterias. 
Debido a que una producción óptima de anticuerpos requiere de la 
asistencia de linfocitos T, veremos que los mecanismos moleculares 
subyacentes a la diversidad de receptores son fundamentalmente 
similares para linfocitos B y T. 

Los linfocitos B, responsables de la producción de anticuerpos, 
utilizan un mecanismo único por el cual la información genética 
requerida para la síntesis de las cadenas ligeras y pesadas de in- 
munoglobulinas es combinada con elementos de una secuencia 
de DNA separada, o segmentos de gen lg, para crear una unidad 
transcripcional funcional. El acto de recombinación que combina 
segmentos genéticos de Ig expande de forma dramática la variabi- 
lidad de la secuencia precisamente donde estos elementos genéticos 
son unidos. Este mecanismo de generación de una gama diversa de 
anticuerpos es en esencia diferente de una recombinación meió- 
tica, que ocurre solamente en las células germinales, y del empal- 
me alternativo (alternative splicing en inglés) de exones (Cap. 8). 
Como este mecanismo de recombinación ocurre en células somáti- 
cas pero no en las germinales, es conocido como nueva cordenación 
genética somática O recombinación somática. Este mecanismo de re- 
combinación poco usual, único a los receptores de antígeno en los 
linfocitos B y T, hace posible especificar un conjunto enormemente 
diverso de receptores con un gasto mínimo de espacio de codifica- 
ción en el DNA. La habilidad de combinar a voluntad elementos 
genéticos discretos (diversidad de combinación), en adición a la 
generación de más diversidad de secuencias codificadas por recep- 
tores por el mecanismo de recombinación de ellos mismos, permite 
una respuesta inmunitaria adaptativa contra un número virtual- 
mente ilimitado de antígenos, incluyendo moléculas codificadas 
por el huésped. 

Entonces, existen en funcionamiento mecanismos que no solo 
crean esta enorme diversidad, sino también procesos que imponen 
tolerancia para disminuir una reactividad no deseada contra com- 
ponentes “propios”; el resultado de dicha reactividad es la autoin- 
munidad. Ningún mecanismo es perfecto: el sistema inmunitario 
no puede generar receptores para detectar todas las sustancias ex- 
trañas. Además, el inevitable precio que pagamos por cómo genera- 
mos los receptores de linfocitos B y T es la probabilidad de que los 
receptores sean autorreactivos (autoinmunidad). 
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Un gen de cadena ligera funcional requiere el 
ensamblaje de segmentos genéticos V yJ 


No existen genes de inmunoglobulinas que codifiquen inmunoglo- 
bulinas intactas ya ensamblados. En cambio, los segmentos genéticos 
requeridos son reunidos y ensamblados en el curso del desarrollo de 
los linfocitos B (Fig. 23-14). A pesar de que el nuevo orden de genes 
de las cadenas pesadas precede al de los genes de cadenas ligeras, ana- 
lizaremos los genes de cadena ligera primero porque su organización 
es menos compleja. 

Las cadenas ligeras de inmunoglobulinas están codificadas por 
grupos de segmentos génicos V, seguido a cierta distancia corriente 
abajo por un único segmento C. Cada segmento genético V porta su 
propia secuencia de promotor y codifica la mayoría de la región varia- 
ble de la cadena ligera, aunque una pequeña secuencia de nucleótidos 
que codifica la región variable de la cadena ligera falta en el segmento 
V. Esta porción ausente es proporcionada por uno de los múltiples seg- 
mentos J localizados entre los segmentos V y el único segmento C en el 
loci reordenado de cadena ligera k (véase Fig. 23-14a). Este segmento 
J es un elemento genético que no debe confundirse con la cadena J, 
una subunidad polipeptídica de la molécula pentamérica IgM y que se 
encuentra también asociada con IgA (véase Fig. 23-9). En el curso del 
desarrollo de las linfocitos B, el compromiso con un segmento génico V 
en particular, un proceso aleatorio, resulta en su yuxtaposición con uno 
de los segmentos J, también por elección al azar, y se forma un exón 
que codifica toda la región variable de la cadena ligera (V, ). El acto de 
la recombinación no solo genera un gen intacto y funcional de cadena 
ligera, sino que también coloca la secuencia promotora del gen reorde- 
nado dentro de una distancia que puede ser controlada por elementos 


(a) Cadena ligera Kappa (x) 


ados corriente abajo del exón de región constante 
cl 


potenciadores, localiz anscripción. Se transcribe solo un 


de cadena ligera, requerido para Su tr 
gen reordenado de cadena ligera. 


eo Aligi o de la se- 
Secuencias señal de recombinación El análisis detallad e 


cuencia de loci de cadena ligera y cadena pesada eto dE pair 
de secuencia conservado al final 3' de cada segmento bi Ñ e pre! 
to conservado, denominado secuencia señal de recom InAcion h ; 
recombination signal sequence), está compuesto pe nene pe 
taméricas y nonaméricas separadas por un espaciadar de 44 pareside 


bases. Al final 5” de cada elemento J, hay un RRS conservado de modo 
n espaciador de 12 pares de bases (Fig. 23-15a). 
las secuencias hep- 


s de la hélice 


similar que contiene u 
Los espaciadores de 12 y 23 pares de bases separan las 
taméricas y nonaméricas conservadas por uno y dos giro 
de DNA, respectivamente. 

La recombinación somática está catali 
sas RAG1 y RAG2, que se expresan solamente en Tinfocitos. La yux- 
taposición de dos segmentos génicos para ser unidos es estabilizada 
por el complejo RAG1/RAG2 (Fig. 23-15b). Luego, las recombi- 
nasas realizan un corte en cada cadena en el límite exacto de cada 
secuencia de codificación y su RSS adyacente. Solo los segmentos 
genómicos que posean RSS heptaméricas y nonaméricas con espa- 
ciadores de distintas longitudes pueden participar en este tipo de 
reorganización (la denominada regla 12/23 de la recombinación). 
Cada grupo —OH nuevo, que es creado en el sitio de escisión ejecu- 
ta luego un ataque nucleofílico a la hebra complementaria, y crea 
así una horquilla cerrada covalentemente para cada uno de los dos 
finales codificadores, y la doble hebra se corta al final de la RRS. 
Los complejos proteicos que incluyen a las proteínas Ku70 y Ku80 


zada por las recombina- 
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FIGURA 23-14 Visión general de la reorganización genética de DNA 
de inmunoglobulina. Las células madre que dan origen a los linfocitos B 
contienen múltiples segmentos genéticos que codifican porciones de las 
cadenas ligeras y pesadas de las inmunoglobulinas. Durante el desarrollo 

de un linfocito B, la recombinación somática de estos segmentos genéticos 
produce genes funcionales de cadena ligera (a) y de cadena pesada (b). Cada 
segmento genético V porta su propio promotor, El reordenamiento trae un 
potenciador lo suficientemente cerca para ser combinado con la secuencia y 
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activar la transcripción. La región variable de la cadena ligera (V) es codificada 
por dos segmentos genéticos unidos, y la región variable de la cadena pesada 
(V,) es codificada por tres 


ía , c : 7 
A segmentos unidos. Obsérvese que las regiones 
omosó nicas que codifican inmunoglobulinas pueden contener muchos más 
segmentos V, D y J que los 
K contiene varios segmentos 


ue a 1 , 
que se muestran. Además, el loci de cadena ligera 


y, 
E distintos (no s 

a 5 (MO se muestran) que , 
los isotipos de inmunoglobulinas an) que corresponden a 


mantienen este complejo junto, de modo tal que los extremos fi 
nales por ser unidos permanezcan cerca: los roturas de | os fi- 
cadena en cromosomas deben ser reparados, y 
extremos deben permanecer cercanos par 
de estos rompimientos. Luego, los extre 
dos covalentemente sin la pérdida ni el agregado de nucleótidos, lo 
que crea un producto de reacción circular (círculo de eliminación) 
que contiene el DNA interpuesto, el cual se pierde por c 
del loci. Finalmente, los extremos de ] po 


lo | a horquilla de los segmentos 
codificadores bajo recombinación son abiertos y se unen como se 
4 , e 


representa en la Figura 23-15c, y se complet 
combinación. 


a doble 
es por ello que los 
a resolución y reparación 
mos de las RRS son uni- 


a así el proceso de re- 


El mecanismo de recombinación recién descrito 
unión por deleción, ocurre cuando un segmento ge 
crado tiene la misma orient 


denominado 
nético Y involu- 
ación transcripcional que otro segmento 
genético en el loci de cadena ligera. Sin embargo, algunos otros seg- 


mentos V tienen una orientación transcripcional opuesta. Estos son 
unidos a segmentos J a través de un mecanismo, denominado unión 
inversional, en el cual el segmento V es invertido, y el DNA que inter- 
viene y las RSS no se pierden del loci. 

Defectos en la síntesis de proteínas RAG eliminan la posibilidad 
de ordenamientos nuevos en genes somáticos. Como se describe de- 
bajo, la generación de nuevos órdenes es esencial para el desarrollo 
de linfocitos B; en consecuencia, deficiencias en RAG conducen a la 
ausencia completa de linfocitos B. Las personas con defectos en la 
funcionalidad de los genes RAG sufren de inmunodeficiencia grave. 
De modo similar, la deleción selectiva de genes RAG en ratones con- 
duce a una falla completa en el reordenamiento de genes de inmuno- 
globulinas (y receptores de linfocitos T), que resulta en un bloqueo de 
la generación de linfocitos B y T. 


Imprecisión en la unión Además de la variabilidad en la secuen- 
cia creada por la selección al azar de los segmentos genéticos V y ) 
por unir, el procesamiento de los intermediarios originados en el 
curso de la recombinación proporciona medios adicionales para ex- 
pandir la variabilidad en las secuencias de inmunoglobulinas. Esta 
variabilidad adicional es creada en la unión de los segmentos por 
empalmar. La apertura de las horquillas en los extremos finales de 
codificación es el paso clave en este proceso: la apertura puede ser 
simétrica o asimétrica (véase Fig. 23-1 5,1 y BB). La proteína Arte- 
mis, cuya función requiere de la subunidad catalítica de la protein- 
cinasa dependiente de DNA, realiza la apertura de las horquillas. 

Si la apertura de la horquilla es asimétrica, se genera una única se- 
cuencia palindrómica corta. La DNA polimerasa completa la proyec- 
ción adhiriendo varios nucleótidos P que no eran parte de la región 
codificadora original del segmento genético en cuestión. Alternati- 
vamente, la proyección puede ser eliminada por un ataque exonu- 
cleolítico, que resulta en la eliminación de nucleótidos de la región 
codificadora original. Estas posibilidades se aplican del mismo modo 
a las regiones codificadoras V y J. La apertura simétrica de la horqui- 
lla retiene toda la información codificadora original. Sin embargo, 
incluso si la horquilla es abierta simétricamente, los extremos de la 
molécula de DNA tienden a adoptar nuevas conformaciones distintas 
de la conformación más estable, lo que crea secuencias cortas de ca- 
dena simple que también pueden ser atacadas exonucleóticamente, v 
esto resulta en la eliminación de nucleótidos. A 

Una vez que la horquilla ha sido abierta y los extremos poca 
cadores han sido procesados, los extremos son unidos por la DNA 


ligasa IV y XRCCA, con generación de un gen funcional de cadena li- 
gera. Inherente al proceso de reorganización, existe imprecisión en la 
unión que resulta en parte de la adición y pérdida de nucleótidos en 
las uniones codificadoras. Cuando un segmento V y uno ] se recom- 
binan, la secuencia y el marco de lectura del producto VJ no puede 
predecirse. Solamente uno de cada tres reacciones de recombinación 
resulta en el marco de lectura que es compatible con la síntesis de 
cadena ligera. 

La diversidad de cadenas ligeras surge entonces no solo de la 
combinación de segmentos genéticos V y J, sino también de la im- 
precisión en la unión. Al inspeccionar la estructura tridimensional 
de la cadena ligera, se ha demostrado una gran diversidad en la 
unión, generada como consecuencia de la imprecisión en la unión 
y que forma parte de un bucle, la región hipervariable 3 (HV3), que 
proyecta al sitio de unión el antígeno y realiza el contacto con este 
(véase Fig. 23-12b). 


El reordenamiento del loci de cadena pesada 
involucra segmentos genéticos V, D y J 


La organización del loci de cadena pesada es más compleja que la del 
loci de cadena ligera K. El loci de cadena pesada contiene un ordena- 
miento largo en tándem de segmentos genéticos V (cada uno equipado 
con su propio promotor) y múltiples elementos J, pero también múl- 
tiples segmentos D (diversidad) (véase Fig. 23-14b). La recombinación 
somática de los segmentos V, D y J genera una secuencia reordenada de 
la región variable de la cadena pesada (V,). 

En el extremo final 3” de cada segmento genético en el DNA 
de cadena pesada, existen secuencias heptaméricas y nonaméricas 
conservadas y separadas por espaciadores de DNA, similares a los de 
las secuencias señal de recombinación (RSS) en el DNA de cadena 
ligera. Estas RSS se encuentran también en una configuración com- 
plementaria y antiparalela en los extremos 5” y 3” de cada segmento 
D (véase Fig. 23-15a), Los segmentos J están igualmente equipados 
en su extremo final 5” con la RSS requerida. La longitud de los espa- 
ciadores en estas RSS es tal que le permite a los segmentos D unirse 
a los segmentos J, y a los segmentos V unirse a los segmentos DJ 
reordenados. Sin embargo, no puede ocurrir una unión directa V a J 
ni Da D, en cumplimiento con la regla 12/23 heptámero-nonámero. 
Los reordenamientos de la cadena pesada proceden a través de los 
mismos mecanismos descritos anteriormente para los reordena- 
mientos de la cadena ligera. 

En el curso del desarrollo de un linfocito B, el loci de cadena pesa- 
da siempre se reordena primero, comenzando por el reordenamiento 
-J. El nuevo orden DJ es seguido por el reordenamiento V-DJ. En el 
curso del reordenamiento D-] y V-DJ, la desoxinucleotidil-transferasa 
terminal (TdT) puede agregar nucleótidos a extremos 3” OH libres de 
DNA de forma independiente del molde. Hasta una docena de nucleó- 
tidos, denominados región N, pueden ser agregados y generar así una 
diversidad secuencial adicional a la unión cuando ocurren los reorde- 
namientos D-J y V-DJ (véase Fig. 23-15, paso KA). Solo uno de cada 
tres reordenamientos produce un marco de lectura apropiado para la 
secuencia reorganizada VD]. Si el nuevo ordenamiento produce una 
secuencia que codifica una proteína funcional, se denomina productivo. 
A pesar de que el loci de cadena pesada se encuentra presente en los dos 
cromosomas homólogos, solo uno de los reordenamientos productivos 
es permitido, como se discutirá más abajo. 
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FIGURA 23-15 Mecanismo de reorganizació 
de inmunoglobulinas a través de la unión p 
llustra la unión de un segmento Y y un ser 


n de segmentos genéticos 
or deleción. | 


ste ejemplo 
¡mento 


E J, COMO Ocurre e 
2143). (a) Ubicación de lo: 
involucrados en la pis ombinación somática de Segmentos genéticos de 
inmunoglobulinas en el loci de cadena ligera (arriba) y loci de cade 
(abajo). Los segmentos D están presentes en el loci de Eder Neda pero n 
en Aide la cadena Vesna. En el extremo 3'de todos los segmentos genéticos 

v existe una secuencia señal de recombinación ( 
por un heptámero, un espaciador de 12 pare 
Cada segmento J o D con el cual se puede 
en su extremo 5'una RSS similar con un espaciador de 23 pares de bases 
Las ai E o al extremo 5'de Jo D 
complementarias y antiparalelas a aquell 2 se encue 

3' de cada V cuando se leen en la md Beren ce ns Si 
similar existe para la RSS en el extremo 3 del : D e me 

> la D y al extremo 5'de la Jen 

el loci de la cadena pesada, (b) Modelo hipotético de cómo dos regiones 
codificadoras a ser unidas pueden ser ordenadas espacialmente, estabilizadas 
por el complejo de recombinasas RAG1 y RAG2. Se muestran ambas hebras 

de DNA. (c) Los eventos que ocurren al unir las regiones codificadoras Y y , 

La línea germinal de DNA es plegada (paso), trayendo a los segmentos a 

ser unidos cercanos entre sí, y el complejo RAG1/RAG2 realiza cortes en una 
única hebra en los límites entre la región codificadora y las RSS (paso PJ). El 
grupo -OH libre del extremo 3'ataca la hebra complementaria y crea una 
horquilla cerrada Covalentemente en cada extremo codificador y un corte de 
doble cadena (doble hebra) en cada límite con una RSS (paso EJ). Las horquillas 
se abren de modo simétrico (paso EJ), como se muestra para el segmento 

J, o de modo asimétrico (paso EJ), como se muestra para el segmento V La 
desoxinucleotidil-transferasa terminal agrega nucleótidos para abrir de modo 
simétrico las horquillas (paso [, derecha), lo que genera una proyección 
(amarillo) de nucleótidos no apareados de secuencia al azar Por otra parte, 

la abertura asimétrica crea automáticamente una proyección palindrómica 
(paso E, izquierda). Las proyecciones no apareadas en los extremos de las 
regiones codificadoras V y D son rellenadas por la DNA polimerasa (paso HA) 

o pueden ser quitadas por una exonucleasa. La DNA ligasa IV une los dos 
segmentos generados a partir de las regiones codificadoras V y J (paso EJ). Las 
reorganizaciones de los segmentos D y J de cadena pesada, y segmentos V y 
DJ, ocurren por el mismo mecanismo, a excepción de la adición de la región N, 
la cual no tiene lugar. Véase el texto para mayor detalle 


de cadena ligera (véase hia nelloc 


> Segmentos de DNA 


na pesada 


RSS) conservada, compuesta 
s de bases y un nonámero 
recombinar un segmento V tiene 


son 


Un potenciador localizado corriente abajo del grupo de segmen- 
tos J y corriente arriba del segmento de la región constante activa la 
transcripción desde el promotor en el extremo 5” de la secuencia reor- 
denada VD] (véase Fig. 23-14). El empalme del transcripto primario 
producido por el reordenamiento de genes de cadena pesada genera 
un mRNA funcional que codifica la cadena pesada Hu. Tanto para los 
genes de cadena pesada de inmunoglobulinas como para los de cadena 


ligera, la recombinación somática localiza a los promotores corriente 


arriba de los segmentos V al alcance de los potenciadores necesarios 


para permitir la transcripción, de modo tal que solamente las secuen- 


cias recombinadas V] y VD) sean transcriptas, y NO los segmentos V que 


permanecen en la configuración de la línea germinal. 


La hiperpermutación somática permite la 
generación y la selección de anticuerpos con 


mejoras en las afinidades 
En adición a la diversidad creada por la recombinación somática y la 


imprecisión de unión, los linfocitos B activados por antígenos pue- 
den sufrir hipermutación somática. Después de recibir las señales ade- 


cuadas, la mayoría proveniente de linfocitos T, se activa la expresión 
de la desaminasa inducida por activación (AID, activation-induced 
deaminase). Esta enzima desamina los residuos de citosina y los con- 
vierte en uracilo. Cuando un linfocito B que lleva esta lesión se repli- 
ca, puede colocar una adenina en la hebra complementaria y generar 
así una transición G a A (véase Fig. 4-35). Alternativamente, el uracilo 
puede ser eliminado por la DNA glucosilasa para producir un sitio 
sin base. Estos sitios sin bases, cuando son copiados, permiten tanto 
transiciones como transversiones, a menos que se elija el nucleótido 
opuesto como el G original apareado con la citocina. Así, las mu- 
taciones se acumulan con cada división sucesiva de linfocitos B, y 
esto genera numerosas mutaciones en los segmentos reordenados V] 
y VDJ. Muchas de estas mutaciones son deletéreas y reducen la afini- 
dad del anticuerpo codificado por el antígeno, pero algunas mejoran 
la afinidad del anticuerpo por el antígeno. Los linfocitos B que llevan 
mutaciones que incrementan la afinidad tienen una ventaja selectiva 
cuando compiten por la cantidad limitada de antígeno que evoca la 
selección clonal (véase Fig. 23-11). El resultado final es la generación 
de una población de linfocitos B cuyos anticuerpos, como regla, po- 
sean mayor afinidad por el antígeno. 

En el curso de la respuesta inmunitaria o después de una inmu- 
nización repetida, la respuesta de los anticuerpos muestra madura- 
ción de la afinidad, un incremento en la afinidad promedio de los 
anticuerpos por el antígeno, como resultado de la hipermutación 
somática. Los anticuerpos producidos durante esta fase de la res- 
puesta inmunitaria presentan afinidad por antígenos a una escala 
nanomolar (o incluso mejor). Por razones que aún se desconocen, 
la actividad de la desaminasa inducida por activación se centraliza 
primordialmente en los segmentos reordenados V] y VD], y esto de- 
bería requerir entonces de transcripción activa. El proceso entero de 
hipermutación somática es estrictamente dependiente de antígeno 
y demuestra un requerimiento absoluto de interacciones entre lin- 
focitos B y ciertos linfocitos T. 


El desarrollo del linfocito B requiere el aporte de un 
receptor del linfocito pre-B 


Como ya hemos visto, los linfocitos B destinados a producir inmuno- 
globulinas deben reorganizar los segmentos genéticos necesarios para 
ensamblar los genes funcionales de cadenas pesadas y ligeras. Estos 
reordenamientos deben ocurrir en una secuencia cuidadosamente 
ordenada durante el desarrollo del linfocito B, comenzando con la 
reorganización de la cadena pesada. Además, la cadena pesada reor- 
ganizada se utiliza primero para construir un receptor unido a mem- 
brana que ejecuta las decisiones de destino celular necesarias para 
conducir a las siguientes etapas del desarrollo del linfocito B (y la sín- 
tesis de anticuerpos). Solo una reorganización productiva que pro- 
duzca una combinación VD) dentro del marco puede generar una ca- 
dena pesada u completa. La producción de estas cadenas y sirve como 
señal para indicarle al linfocito B que ha logrado una reorganización 
satisfactoria y que no se necesitan nuevos ordenamientos del loci de 
cadena pesada en los alelos remanentes. Recuérdese que cada precur- 
sor de linfocito comienza con uno o dos cromosomas portadores de 
loci de inmunoglobulinas en la configuración de línea germinal. En 
concordancia con la teoría de selección clonal, que estipula que cada 
linfocito debe estar equipado con un único receptor específico para 
un antígeno, continuar con la reorganización conllevaría el riesgo de 
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producir linfocitos B con dos cadenas pesadas diferentes, cada una 
con distinta especificidad, lo cual sería un resultado indeseable. 

Una reorganización exitosa de segmentos V, D y J en el loci de 
cadena pesada permite así la síntesis de una cadena h completa. En 
esta etapa, los linfocitos B son denominados células o linfocitos pre- 
B, ya que no han completado aún el ensamble de un gen funcional de 
cadena ligera y entonces no pueden realizar reconocimiento de antí- 
genos. El nuevo gen de cadena pesada reordenado codifica el polipép- 
tido y, que forma parte de un receptor de señalización cuya expresión 
es esencial para un correcto desarrollo del linfocito B. La cadena y 
producida en esta etapa del desarrollo del linfocito B es una versión 
unida a la membrana. 

En los linfocitos pre-B, las cadenas h recientemente armadas 
forman un complejo con las denominadas cadenas ligeras sustitu- 
tas, AS y VpreB (Fig. 23-16). La cadena H no tiene una cola citoplas- 
mática y por ello es incapaz de reclutar componentes citoplasmáti- 
cos con el propósito de realizar transducción de señales. En cambio, 
los linfocitos pre-B expresan dos proteínas transmembranales auxi- 
liares, denominadas Iga e IgB, cada una portando en su cola cito- 
plasmática un motivo de activación del inmunorreceptor basado en 


Expresión 
de VpreB y 15 


Exterior apagado 


Citosol 


Ensamblaje 
con sustitutos 
de cadenas ligeras 


FIGURA 23-16 Estructura del receptor de linfocito pre-B y su función 
en el desarrollo del linfocito B. El reordenamiento exitoso de los segmentos 
genéticos de cadena pesada V, D y ) permite la síntesis de cadenas pesadas 

u unidas a membranas en el retículo endoplasmático del linfocito pre-B. En 
esta etapa todavía no ha ocurrido reordenamiento de genes de cadena ligera. 
Las cadenas yu formadas recientemente se ensamblan con cadenas ligeras 
sustitutas, compuestas de AS y VpreB, para producir el receptor de linfocito 
pre-B, o pre-BCR (paso MI). Este receptor conduce a la proliferación a aquellas 
células que lo tengan. También suprime el reordenamiento de loci de cadena 
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ne ivation motif). 
tirosina (ITAM, immnunoreceptor tyrosine-based activatio f) 


Todo el complejo, incluyendo a la cadena p, ÁS, e pal 
constituye el receptor de célula o linfocito epoca pd ae 
receptor). La unión de este receptor con las ad es culto : 

son aún desconocidas) resulta en el reclutamiento y alas 1 pd de 
la familia Src de tirosincinasas, que fosforilan los residuos de tiro- 


¡ los ITAM reclutan otras 
. En su forma fosforilada, u 
do lla ación de la traducción (véase 


y cadenas ligeras funcionales 
az de realizar el reconoci- 


moléculas esenciales para la señaliz 
luego). Debido a que todavía no ha 
en este receptor, se presume que es incap 


miento del antígeno. ] , ; 
El receptor del linfocito pre-B tiene varias funciones importantes. 


Primero, inhibe la expresión de las recombinasas RAG, de modo tal 
el loci de cadena pesada de otro alelo no 
puedan proceder. Este fenómeno, denominado exclusión > ase- 
gura que solo ocurra reordenamiento de una de las copias de loci de 
cadena pesada y se exprese como una cadena p completa. En segundo 
lugar, debido a la asociación del receptor de linfocito pre-B con Igo. e 
IgP, el receptor se convierte en una unidad funcional de transducción 
de señales. Las señales que emanan del pre-BCR inician la prolifera- 


que los reordenamientos d 


——— BCR —— 


IgM 


Recombinación 
de cadena ligera 


hos? 


pesada en el otro cromosoma y así media la exclusión alélica. En el curso de 

la proliferación, se detiene la síntesis de 25 y VpreB (paso BJ), lo cual resulta 

en una “dilución” de los sustitutos de cadena ligera disponibles y reduce la 
expresión de pre-BCR. En consecuencia, los reordenamientos de loci de cadena 
ligera pueden proceder (paso EJ) Si este reordenamiento es productivo, el 
Infocito B puede sintetizar cadenas ligeras y completar el ensamblaje del 
receptor de linfocito B (BCR), que incluye un IgM unido a rmembrana y también 


Iga e Ig$ asociados. El linfocito B puede responder ahora a la estimulación por 
un antígeno específico. 


ción del linfocito pre-B para expandir el número de linfocitos B que 
hayan tenido una recombinación productiva de D-] y V-DJ 
En el curso de esta expansión, disminu | 


ye la expresión de subu- 
nidades de cadena ligera sustitutas 
Y 


AS y VpreB. La ¡ ¡ 
di , > . La progresiva di- 
lución de A5 y VpreB en cada división celular sucesiva permite que 


se reinicie la expresión de las enzimas RAG, que ahora tienen como 
objetivo la recombinación del loci de cadena ligera Ao k. Una recom- 


binación productiva de la cadena ligera V-J también termina con la 


recombinación de los loci alélicos (exclusión alélica). Después de una 


recombinación exitosa de la cadena ligera V-J, el linfocito B puede 
hacer cadenas pesadas H y cadenas ligeras A o k, y ensamblarlas en 
un receptor funcional de linfocito B (BCR) que pueda reconocer al 
antígeno (véase Fig. 23-16). 

Una vez que un linfocito B expresa un BCR completo en su superfi- 
cie celular, puede reconocer al antígeno, y todos los pasos subsecuentes 
en la activación del linfocito B y diferenciación involucran a su unión 
con el antígeno para el cual el BCR es específico. El BCR no solo tiene 
un papel en conducir al linfocito B a la proliferación después de un en- 
cuentro exitoso con un antígeno, sino que también funciona como un 
dispositivo para la captura y la ingestión del antígeno, un paso esencial 
que le permite al linfocito B procesar el antígeno adquirido y conver- 
tirlo a una señal que le pida ayuda a los linfocitos T. Esta función de 
los linfocitos B de presentar el antígeno será descrita en las siguientes 
secciones. 


Durante una respuesta adaptativa, los linfocitos 
B dejan de producir Ig ligados a membranas y 
comienzan a secretar lg 


Como fue recientemente descrito, los receptores de linfocitos B (BCR, 
B-cell receptor), un IgM unido a membrana, le confieren a las linfocitos 
B la habilidad de reconocer un antígeno en particular, un evento que 
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provoca la selección clonal y la proliferación de ese linfocito B, y au- 
menta así el número de linfocitos B específicos para ese antígeno (véase 
Fig. 23-11). Sin embargo, las funciones centrales de las inmunoglobu- 
linas, como la neutralización del antígeno o la eliminación de las bac- 
terias, requieren que estos productos sean liberados por los linfocitos 
B, de modo tal que se acumulen en el ambiente extracelular y puedan 
actuar a una cierta distancia del sitio donde fueron producidos. 

La elección entre sintetizar inmunoglobulinas unidas a la membra- 
na o inmunoglobulinas secretadas se realiza durante el procesamiento 
del transcripto primario de cadena pesada. Como se muestra en la Fi- 
gura 23-17, el loci 4 contiene dos exones (TM1 y TM2) que, juntos, 
codifican el dominio terminal C que ancla IgM en la membrana plas- 
mática. Corriente arriba de este exón, se encuentra un sitio poliadeníli- 
co, y otro sitio poliadenílico corriente abajo. Si este último es elegido, el 
procesamiento posterior produce un mRNA que codifica la forma de y 
unido a membrana. (Como se describe arriba, esta elección es necesaria 
para la formación del receptor de linfocito B, que incluye el IgM unido 
a membrana). Si el sitio poliadenílico que se encuentra corriente arriba 
es elegido, el procesamiento conduce a la versión secretada de la cade- 
na 1. Ocurren ordenamientos similares en otros segmentos genéticos 
de regiones constantes de Ig, cada uno de los cuales puede especificar 
una cadena pesada unida a membrana o secretada. La habilidad para 
cambiar entre la forma de cadena pesada de inmunoglobulina anclada 
a la membrana o secretada por medio de alternar el uso de los sitios 
poliadenílicos (no por corte y empalme alternativo) es única para esta 
familia de productos genéticos. 

La capacidad de cambiar de la síntesis exclusiva de inmunoglo- 
bulinas de membranas a la síntesis de inmunoglobulinas secretadas 
es adquirida por los linfocitos B en el curso de su diferenciación. Los 
linfocitos B totalmente diferenciados, denominados células plasmá- 
ticas, se dedican casi exclusivamente a la síntesis de anticuerpos se- 
cretados (véase Fig. 23-6). Las células plasmáticas sintetizan y secre- 


TM1 TM2 


Sitios poliadenílicos 
(b) Sitio poliadenílico 


corriente abajo 


¡MD 7 Ñ AAAAAMAA 
Empalme | 


| 


IgM de membrana 


AAAAAAA 


corriente arriba, el mRNA resultante incluye el exón Cu4 entero y especifica 

la forma de cadena y secretada, (b) Si se utiliza el sitio poliadenílico corriente 
abajo, un sitio en el exón Cy4 permite el empalme de exones transmembrana 
y se produce un mRNA que codifica la forma de cadena y unida a membrana. 
Existen mecanismos similares que generan las formas secretadas y unidas a 
membrana de otros isotipos de lg. 55 = secuencia señal 
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FIGURA 23-18 Recombinación en la conmutación de clase en loci de 
cadena pesada de inmunoglobulina. La recombinación en la conmutación 
de clase involucra conmutación de sitios, que son secuencias repetitivas 
(círculos coloreados) que se encuentran corriente arriba de los genes de región 
constante de cadena pesada. La recombinación requiere de la activación de 
desaminasas (AID, activation induced deaminase), de asistencia de los linfocitos 
T y de citicinas (p. ej., IL-4) producidas por ciertos linfocitos T. La recombinación 


tan varias miles de moléculas de anticuerpos por segundo. En esta 
producción creciente de anticuerpos secretados reside la efectividad 
del sistema inmunitario adaptativo de eliminar los patógenos. El 
valor de protección de los anticuerpos es proporcional a la concen- 
tración en las cuales se encuentren presentes en la circulación. En 
efecto, los niveles de anticuerpos en circulación son utilizados como 
un parámetro para determinar si la vacunación contra un patógeno 
determinado ha sido efectiva. La habilidad de las células plasmáticas 
de establecer niveles de anticuerpos adecuados es una función de 
su habilidad de secretar grandes cantidades de inmunoglobulinas, 
y entonces requiere de una expansión masiva del retículo endoplas- 
mático, una característica distintiva de las células plasmáticas. La 
respuesta a proteínas desplegadas (UPR, unfolded protein response) 
(Capítulo 13) es iniciada en los linfocitos B como un mecanismo 
fisiológico esencial para expandir el RE y preparar al linfocito B en 
diferenciación para su futura tarea como célula secretora altamente 
activa. La interferencia con la UPR, por ejemplo por deleción del 
gen XBP1, impide que los linfocitos B puedan convertirse en células 


plasmáticas. 


Los linfocitos B pueden cambiar el isotipo de 
inmunoglobulina que sintetizan 


En el loci de cadena pesada de inmunoglobulinas, los exones que co- 
difican la cadena y residen inmediatamente corriente abajo del exón 
VDJ reordenado (Fig. 23-18, arriba). Este es seguido por el exón que 
especifica la cadena 8. La transcripción de un loci reordenado de cade- 
na pesada de inmunoglobulina produce un único transcripto prima- 
rio que incluye las regiones constantes K y Ó. El empalme de este largo 
transcripto determina si una cadena 1 o una cadena Ó será producida. 
Corriente abajo de la combinación 4/6, se encuentran los exones que 
codifican todos los otros isotipos de cadena pesada. Corriente arriba 
de cada grupo de exones (con excepción del loci 6), se hallan distintas 
secuencias repetitivas que codifican los diferentes isotipos y que son 
propensas a la recombinación, presumiblemente debido a su natura- 
leza repetitiva. Dado a que cada linfocito B comienza necesariamente 
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en consecuencia, distintas funciones efectoras 


con IgM su en superficie, la recombinación que involucre estos sitios, 
si ocurre, resulta en una conmutación de clase de IgM a alguno de los 
otros isotipos localizados corriente abajo del ordenamiento de genes de 
región constante (véase Fig. 23-18). El DNA interpuesto es eliminado. 
En el curso de su diferenciación, un linfocito B puede cambiar se- 
cuencialmente. Es importante resaltar que la cadena ligera no es afec- 
tada por este proceso, ni tampoco el segmento VDJ reordenado con el 
cual el linfocito B inició este proceso. La recombinación de conmu- 
tación de clase genera entonces anticuerpos con regiones constantes 
diferentes pero igual especificidad de antígeno. Cada isotipo de inmu- 
noglobulina es caracterizado por su región constante única. Como se 
ha discutido previamente, estas regiones constantes determinan las 
propiedades funcionales de varios isotipos. La recombinación en la 
conmutación de clase depende por completo de la actividad de la desa- 
minasa inducida por activación (AID, activation-induced deaminase) y 
de la presencia del antígeno y linfocitos T. La hipermutación somática y 
la recombinación de conmutación de clase ocurren al mismo tiempo, y 
su efecto combinado permite un ajuste fino de la respuesta inmunitaria 
adaptativa respecto de la afinidad de los anticuerpos producidos y las 
funciones efectoras que se requieran. 
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de cadena pesada y cadena ligera. E 
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anticuerpos son generados por 
$ segmentos de DNA de los loci 
ste arreglo involucra segmentos V y 
globulinas, y segmentos V, D y J para 
llinas (véase Fig. 23-14). 

* Los reordenamientos de los segmentos V y J, como también de los 
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+ La maquinaria molecular que lleva a cabo el proceso de reordena- 


miento incluye recombinasas (RAG1 y RAG2) producidas únicamen- 
te por linfocitos y un gran número de proteínas que participan en la 


unión de extremos no homólogos de moléculas de DNA en otros tipos 
celulares. 


« La diversidad de anticuerpos es creada por la selección al azar de los 
segmentos genéticos de lg que serán recombinados (unión combina- 
toria) y por la habilidad de las cadenas pesadas y ligeras producidas 
de genes Ig reordenados de asociarse con muchas cadenas pesadas y 
ligeras distintas, respectivamente (asociación combinatoria). 


» La imprecisión en la unión genera mayor diversidad de anticuerpos 
en las uniones de segmentos genéticos durante la recombinación so- 
mática. 


» Se crea mayor diversidad de anticuerpos después que las células B 
encuentran un antígeno como consecuencia de la hipermutación so- 
mática, que puede conducir a la selección y proliferación de linfocitos 
B productores de anticuerpos de alta afinidad, un proceso denominado 
maduración de la afinidad. 


» Durante el desarrollo de los linfocitos B, los genes de cadena pesada 
son reordenados primero, lo que conduce a la expresión del receptor de 
linlfocito pre-B. Los reordenamientos subsecuentes de los genes de ca- 
dena ligera resultan en el ensamble de un receptor de linfocito B unido 
a membrana (véase Fig. 23-16). 


« Solo se reordena una de las copias alélicas de loci de cadena pesada y 
loci de cadena ligera (exclusión alélica), lo que asegura que un linfocito 
B exprese Ig con una única especificidad antigénica. 


« La poliadenilación de diferentes sitios poliadenílicos en un transcrip- 
to primario Ig determina si se producirá la versión de anticuerpo unido 
a membrana o el anticuerpo secretado (véase Fig. 23-17). 


* Durante la respuesta inmunitaria, la conmutación de clase le permite a 
los linfocitos B ajustar las funciones efectoras de las inmunoglobulinas 
que producen, pero retienen la especificidad antigénica (Fig. 23-18). 


23.4 El MHC y la presentación del antígeno 
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Los anticuerpos puede 
otra molécula externa; la presencia del antíge 
suficiente para su interacción. En el transcurso de 
los linfocitos B reciben ayuda de los linfocitos T, en un proceso que 
será descrito en detalle más adelante. Esta ayuda es especifica para 
cada antígeno, y los linfocitos T responsables ] sol 
los linfocitos T helper. Aunque los anticuerpos contribuyen a la elimi- 
nación de patógenos bacterianos y virales, muchas veces es necesario 
destruir, además, las células infectadas que sirven como fuente para 


nuevas partículas virales. Esta tarea €s llevada a cabo por linfocitos T 


con actividad citotóxica. Estos linfocitos T citotóxicos y los linfocitos T 


helper utilizan receptores específicos para cada antígeno cuyos genes 


de proporcionarla son 


son generados por mecanismos análogos a aquellos usados por los 
linfocitos B para generar genes de inmunoglobulina. Sin embargo, los 
linfocitos T reconocen antígenos de una forma muy distinta de como 
lo hacen los linfocitos B. Los receptores específicos para cada anti- 
geno en los linfocitos T reconocen pequeños recortes de antígenos 
proteicos al ser estos presentados a ellos mediante glucoproteínas en 
la membrana codificadas de acuerdo con el complejo mayor de his- 
tocompatiblidad (MHC, major histocompatibility complex). En el 
transcurso normal de sus actividades, varias células presentadoras de 
antígenos digieren proteínas derivadas de patógenos (y de sí mismas) 
y luego exponen estos recortes proteicos (péptidos) en su superficie 
celular en un complejo físico con una proteína MHC. Los linfoci- 
tos T pueden inspeccionar estos complejos, y si detectan un péptido 
derivado de un patógeno actúan apropiadamente, lo cual puede in- 
cluir eliminar a la célula que lleva el complejo MHC-péptido. En esta 
sección, describiremos el MHC y las proteínas que codifica, y luego 
examinaremos cómo estas moléculas MHC se involucran en el reco- 
nocimiento de antígenos. 


El MHC determina la habilidad de dos individuos 
no emparentados de la misma especie de aceptar o 
rechazar injertos 


El complejo mayor de histocompatibilidad fue descubierto, tal lo 
implica su nombre, como el loci genético que controla la aceptación 
o rechazo de injertos. En una época en la cual los cultivos de tejidos 
no habían sido aún desarrollados hasta el punto de poder propagar 
células derivadas de un tumor en un laboratorio, los investigadores 
debían hacer pasos en serie in vivo de tejidos tumorosos (trasplan- 
tar un tumor de un ratón a otro). Rápidamente, se observó que un 
tumor que surgía de manera espontánea en una cepa endogámica 
de ratones podía ser propagado con éxito en la cepa donde había 
surgido, pero no en una línea genéticamente distinta de ratones. El 
análisis genético mostró que un único loci principal era responsable 
de este comportamiento. De modo similar, el trasplante de piel salu- 
dable era posible entre ratones de la misma cepa, pero no cuando el 
receptor tenía una base genética distinta. El análisis genético del re- 
chazo de trasplantes identificó un único loci principal que controla 
la aceptación o el rechazo, el cual es una reacción inmunológica. 
Como sabemos en la actualidad, todos los vertebrados que tienen 
un sistema inmunitario adaptativo tienen una región genética que 
corresponde al complejo mayor de histocompatibilidad tal como se 
definió originalmente en el ratón. 

En este animal, la región genética que codifica los antígenos 
responsables de un fuerte rechazo a injertos se llama complejo H-2 
(Fig. 13-19a). La caracterización inicial del MHC fue seguida por 
una apreciación de la complejidad genética de esta región. Después 
de un largo mapeo por medios genéticos estándares (recombina- 
ción dentro del MHC), se determinó la secuencia de nucleótidos 
completa de todo el MHC. El MHC de un mamífero típico contiene 
docenas de genes, muchos de los cuales codifican proteínas de rele- 
vancia inmunológica. 

En los seres humanos, el descubrimiento del MHC dependía de la 
caracterización de antisueros producidos en pacientes que habían te- 
nido múltiples transfusiones de sangre. Los antígenos expresados en 
la superficie de las células del donante genéticamente distinto provo- 
caban una respuesta inmunológica en el receptor. Los antígenos dia- 
na predominantes reconocidos por estos antisueros están codificados 
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FIGURA 23-19 Organización del complejo mayor de 
histocompatibilidad en ratones y seres humanos. Los loci principales 
están representados con diagramas esquemáticos de sus proteínas codificadas. 
Las proteínas MHC clase | están compuestas por una glucoproteína 
transmembrana codificada por el MHC en unión no covalente con una 
pequeña subunidad, llamada B2-microglobulina, que no se encuentra 
codificada en el MHC y no está unida a la membrana. Las proteínas MHC 

clase Il consisten de dos glucoproteínas transmembrana no idénticas, ambas 
codificadas por el MHC 


por el MHC, una región también conocida como complejo HLA (Fig. 
23-19b). Todos los MHC de los vertebrados codifican un conjunto 
homólogo de proteínas, aunque los detalles de la organización y el 
contenido de los genes varían considerablemente entre especies. 

El feto humano también podría considerarse un injerto: los fetos 
comparten solo la mitad de su material genético con su madre, pues 
la otra mitad proviene del padre. Los antígenos codificados por esta 
contribución paternal podrían diferir lo suficiente con los de su con- 
traparte materna para causar una respuesta inmunológica en la ma- 
dre. Una respuesta de este tipo puede ocurrir pues, en el transcurso del 
embarazo, las células fetales que se descartan en el sistema circulatorio 
materno pueden estimular el sistema inmunitario para que lleve a cabo 
una respuesta inmunitaria en contra de estos antígenos paternos. Sa- 
bemos que estos anticuerpos reconocen estructuras codificadas por el 
MHC humano. El feto en sí está a salvo de ser rechazado debido a la 
organización especializada de la placenta, que previene el inicio de una 
respuesta inmunitaria de la madre en contra del tejido fetal. 


La actividad de matar de los linfocitos T citotóxicos 
está restringida por antígenos específicos y el MHC 


Claramente, la función de las moléculas MHC no es evitar el in- 
tercambio de injertos quirúrgicos. Estas moléculas tienen un papel 
esencial en el reconocimiento de células infectadas por virus me- 
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de células control sin infectar (Fig. 23-20). Más aún, los linfocitos 
T citotóxicos específicos para la gripe no matarán células infecta- 
das con un virus diferente, como el virus de estomatitis vesicular. 
Los linfocitos T citotóxicos pueden incluso discernir entre cepas de 
gripe muy emparentadas, y pueden hacer esto con precisión: dife- 
rencias en tan solo un aminoácido en el antígeno viral podrían ser 
suficiente para evitar el reconocimiento y la eliminación por medio 
de linfocitos T citotóxicos. Estos experimentos muestran que los 
linfocitos T citotóxicos son verdaderamente específicos para cada 
antígeno y no reconocen simplemente un atributo que es compar- 
tido por todas las células infectadas por un virus, sin importar la 
identidad de dicho virus. 

En este ejemplo, se asume que los linfocitos T recolectados de un 
ratón inmune a la gripe son probados en células diana infectadas por 
gripe derivados de una cepa idéntica de ratón (cepa a). Sin embargo, 
si las células diana de una cepa sin ningún parentesco (cepa b) son 
infectadas con la misma cepa de gripe y son usadas como diana, los 
linfocitos T de la cepa a no pueden matar las células diana infectadas 
de la cepa ' (véanse Figs. 23-20b, vs. EJ). Por ende, no es suficiente 
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FIGURA EXPERIMENTAL 23-20 El ensayo de la liberación de cromo (*'Cr) 
permite la demostración directa de la citotoxicidad y especificidad de 
los linfocitos T citotóxicos en una población heterogénea de células. 
(a) Una suspensión de células del bazo, que contiene linfocitos T citotóxicos 
(células asesinas), se obtiene de ratones que han sido expuestos a UN VITUS 
particular (p. ej. virus de la gripe) y han eliminado la infección. Células diana 
obtenidas de la misma cepa son infectadas con el mismo virus o se dejan sin 
infectar. Después de la infección, las proteínas celulares son marcadas a 
específicamente) mediante incubación de la célula diana con” Cr. Después de 
la incubación de células diana radiomarcadas COn la suspensión de linfocitos 
T, la eliminación de las células diana resulta en la liberación de proteínas 
marcadas con “Cr. Las células diana nO infectadas no mueren y retienen su 
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contenido radioactivo. La lisis mediante linfocitos T citotóxicos puede, por 
ende, ser fácilmente detectada y cuantificada la radioactividad liberada en el 
sobrenadante. (b) Linfocitos T citotóxicos recolectados de ratones que habían 
sido infectados con el virus X pueden ser probados con varias células diana 
para determinar la especificidad de las muertes mediadas por linfocitos T 
citotóxicos. Los linfocitos T citotóxicos capaces de lisar células diana infectadas 
por el virus X (EI) no pueden matar células no infectadas (BJ) o células 
infectadas por un virus diferente, Y (EJ), Cuando estos linfocitos T citotóxicos 
son evaluados con dianas infectadas con el virus X de una cepa que lleva un 
tipo de MHC totalmente distinto (b), no se observa ninguna eliminación o 
muerte (EJ) Entonces, la actividad de linfocitos T citotóxicos es específica para 
cada virus y restringida por el MHC. 


trados en células profesionales presentadoras de antígenos: cuando 
las moléculas clase Il en estas células presentan antígenos (en general 
obtenidos del entorno extracelular) a los linfocitos T helper, esto es 
interpretado por el sistema inmunitario como una llamada de alerta 
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y como una inmediata necesidad de una repuesta inmunitaria adap- 
tativa que requiere la participación de los linfocitos B, producción 
de citocina y, además, ayuda de los linfocitos T citotóxicos. Nueva- 
mente, la biología celular subyacente que describe la expresión, el 
ensamble y el modo de presentación del antígeno por las moléculas 
MEC clase II encaja en esta especialización funcional de forma pro- 
lija, como veremos más adelante. 

La comparación de los mapas genéticos del MHC de ratones y 
seres humanos muestra la presencia de varios genes MHC clase 1 y Il, 
aun cuando sus ordenaciones muestran variaciones entre la diferen- 
tes especies (véase Fig. 23-19). Además de las moléculas MHC clase 
] y II, el MHC codifica componentes clave para el procesamiento y 
presentación de antígenos. Por último, el MHC del vertebrado típico 
también codifica componentes clave en la cascada del complemento. 
Las moléculas MHC clase 1 y II son reconocidas por diferentes po- 
blaciones de células del sistema inmunitario y, por ende, sirven para 
diferentes funciones. 

Como se demuestra con claridad en los experimentos de la Fi- 
gura 23-20, los linfocitos T citotóxicos son guiados en el reconoci- 
miento de sus objetivos por moléculas MHC. Principalmente, estos 
linfocitos T usan moléculas MHC clase 1 como sus elementos de 
restricción, y también están caracterizados por la presencia del mar- 
cador de glucoproteína CD8 en su superficie. Todas, o casi todas, las 
células con núcleo expresan constitutivamente las moléculas MHC 
clase 1 y pueden soportar la replicación de virus. Los linfocitos T 
citotóxicos reconocen y matan los objetivos infectados a través de las 
moléculas MHC clase I expresadas que muestren un antígeno deri- 
vado del virus. 

Como fue mencionado previamente, los linfocitos B no pasan 
por una etapa de diferenciación final a células plasmáticas que se- 
cretan anticuerpos sin la ayuda de otro subconjunto de linfocitos T, 
los linfocitos T helper, que expresan en su superficie el marcador de 
glucoproteína CD4 y utilizan moléculas MHC clase 11. La expresión 
constitutiva de las moléculas MHC clase II está confinada a las llama- 
das células profesionales presentadoras de antígeno, incluidos linfoci- 

tos B, células dendríticas y macrófagos. (Varios otros tipos de células, 
algunas epiteliales, pueden ser inducidas a producir moléculas MHC 
clase II, pero este tema no se analizará aquí). 

Los dos mayores grupos funcionalmente distintivos de linfocitos 
T (linfocitos T citotóxicos y linfocitos T helper) pueden entonces dis- 
tinguirse de acuerdo con el perfil singular de proteínas que presenten 
en su superficie celular y por las moléculas MHC que utilicen como 


elementos de restricción: 
+ Linfocitos T citotóxicos: marcadores CD8; restringidos por MHC 
clase 1 


- Linfocitos T helper: marcadores CD4; restringidos por MEC clase 11 


Tanto los CD4 como los CD8 pertenecen a la superfamilia de 


proteínas inmunoglobulina (Ig), que incluye uno o más dominios 


Ig. Los receptores de linfocitos B y receptores T, el receptor polimé- 
rico IgA y varias moléculas de adhesión celular (Cap. 19) también 
pertenecen a la superfamilia Ig. La base molecular para la correla- 
ción estricta entre la expresión del CD8 y la utilización de moléculas 
MEC clase 1 o entre la expresión del CD4 y la utilización de mo- 
léculas MHC clase 11 como elementos de restricción será evidente 


una vez que se haya descrito la estructura y el modo de acción de las 


moléculas MHC. 
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ucoproteína tipo 1 (véase Fig. 13-10) 


codificada por el MHC. La subunidad más pequeña de pao a 
na-B2 no es codificada por el MHC y su estructura pda eaun 
dominio libre Ig. Originalmente, Sé purificaban de Jeucocitos umanos 
mediante digestión con papaína, que libera las porciones cala 
de moléculas MHC clase 1 y las deja intactas. Ahora, estas proteínas se 
producen con procedimientos y tecnología de DNA recombinante y se 
han vuelto herramientas importantes €n la detección de linfocitos T 


antígeno específicos. 
Está implícito, dentro de la noción de que las moléculas MHC son 


las causas del rechazo de injertos, su variación estructural, atribuible 
a la variante heredada (polimorfismo genético): Si un receptor reci- 
be un injerto, el sistema inmunitario del receptor debe ser capaz de 
distinguir cualidades únicas de las moléculas MHC del donante pre- 
sentes en el injerto. De hecho, los genes codificados por el MHC son 
los más polimórficos conocidos hasta ahora, con más de 2 000 pro- 
ductos alélicos identificados en seres humanos. Las moléculas MHC 
clase L en seres humanos son codificadas por los loci HLA-A, HLA-B y 
HLA-C (Fig. 23-19), y cada uno muestra extensas variaciones alélicas. 
En el ratón, las moléculas MHC clase 1 son codificadas por los loci 
H-2K y H-2D, que también presentan extensas variaciones alélicas. 
La estructura tridimensional de las moléculas MHC clase 1 revelan 
dos dominios similares a Ig cerca de la membrana. Estos dominios 
sostienen una lámina PB plegada de ocho hebras con dos hélices Ql 
encima y cerradas en ambos extremos, donde se une el péptido (véa- 
se Fig. 23-21a). El tipo de unión peptídica por una molécula MHC 
clase I requiere un péptido de longitud fija, usualmente entre 8 y 10 
aminoácidos, para que los extremos del péptido puedan encajar en 
las 
medio de un pequeño eN al a E > a e 
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cidad para unirse a péptidos. Estos residuos polimórficos afectan la 
superficie de la molécula MHC y, por ende, los puntos de contacto 
con los receptores de linfocitos T. Por ende, un receptor de linfocito 
T diseñado para interactuar con una clase particular de alelo MHC 
clase 1 no va a interactuar con moléculas MHC no relacionadas de- 
bido a su arquitectura superficial diferente (Fig. 23-22b); esta es la 


FIGURA 23-21 Estructura tridimensional de moléculas MHC clase | 

y Il. (a) Aquí se muestra la estructura de Una molécula MHC clase | con un 
péptido unido, determinado por cristalografía de rayos X. La porción de una 
molécula MHC clase | que se une a UN péptido consiste de Una lámina f 
compuesta de ocho hebras B acompañadas de dos hélices (e. La hendidura 
que se une a péptidos es formada en su totalidad desde la gran subunidad 
codificada por el MHC, que se asocia de modo no covalente con la subunidad 
pequeña (B2-microglobulina) codificada en otra parte. (b) Las moléculas MHC 
clase Il son estructuralmente similares a las moléculas MHC clase |, pero con 
algunas diferencias importantes. Tanto las subunidades ar y B de las moléculas 
MHC clase ll están codificadas en el MHC y contribuyen a la formación de 
hendiduras que se unen a péptidos. La hendidura que se une a péptidos de 
las moléculas MHC clase Il puede unirse a un rango mayor de tamaños de 
péptidos que el de las moléculas clase |. (Parte [a] basada en DN. Garbocz, 1996, Nature 
384:134 Parte [b) basada en J. Hennecke y cols., 2000, EMBO J 19:5611) 


base molecular de las restricciones MHC. El marcador CD8 fun- 
ciona como un correceptor, uniendo las porciones conservadas de 
las moléculas MHC clase 1. Por consiguiente, la presencia de CD8 
“determina” la especificidad de la restricción de cualquier linfocito 
T maduro que lo porte. 


Moléculas MHC clase Il Las dos subunidades (a y B) de las molécu- 
las MHC clase II son glucoproteínas de membrana y pertenecen a la 
superfamilia Ig. El MHC de un mamífero típico contiene varios loci 
que codifican moléculas MHC clase 11 (véase Fig. 23-19). Como la 
gran subunidad de moléculas MHC clase l, tanto las subunidades OL 
como las [3 de las moléculas MHC clase 11 muestran polimorfismo 
genético. 

El diseño básico tridimensional de las moléculas MHC clase II 
se asemeja al de las moléculas MHC clase 1: dos dominios lg cerca- 
nos a la membrana soportan una porción que se vincula a péptidos 
y está compuesta por una lámina f plegada de ocho hebras y dos 
hélices O. (véase Fig. 23-21b). Para moléculas MHC clase II, las su- 
bunidades ar y B contribuyen de igual manera para la construcción 
de hendiduras que se unen a péptidos. Esta hendidura está abier- 
ta en ambos extremos y, por ende, permite la unión de péptidos 
más grandes que los que sobresalen de ella. La forma de unirse a 
péptidos involucra bolsillos donde encajan ciertas cadenas laterales 
específicas de la molécula MHC con átomos de la cadena principal 
del péptido unido. Al igual que en moléculas MHC clase l, el poli- 
morfismo MHC clase Il afecta principalmente los residuos dentro 
y alrededor de la hendidura que se une a péptidos, de modo que la 
especificidad con la que se une a péptidos difiere entre los diversos 
productos alélicos. 

Un receptor de linfocito T que interactúa con una molécula 
MHC clase II particular no lo hará con una molécula alélica di- 
ferente, no solo por las diferencias en la especificidad con la que 
se unen a péptidos las moléculas alélicas, sino también por el po- 
limorfismo que afecta los contactos residuales con el receptor de 
linfocito T; al igual que para el MHC clase 1, esta es la base para el 
reconocimiento restringido de antígenos en el MHC clase II. Como 
se discute más adelante, las moléculas MHC clase Il evolucionaron 
para presentar péptidos generados predominantemente en endoso- 
mas y lisosomas. Las interacciones entre un péptido y una molécula 
MHC clase II ocurren en estos orgánulos, y las moléculas MHC 


clase II son dirigidas específicamente a estos lugares después de su 
síntesis en el retículo endoplasmático. 
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FIGURA 23-22 Unión con péptidos y restricción MHC. (a) Los péptidos 
que se unen a moléculas clase l, y tienen en promedio una longitud de 8 a 
10 residuos, requieren alojamiento adecuado en las terminales e incluyen 
dos o tres residuos que son conservados (residuos de anclaje). Las posiciones 
en moléculas clase | que distinguen un alelo de otro (residuos polimórficos) 
ocurren en y alrededor de la hendidura que se une a péptidos. Los residuos 
polimórficos en el MHC afectan tanto la especificidad de la unión con péptidos 
y como las interacciones con receptores de linfocitos T. El “reconocimiento” 
exitoso de complejo MHC-péptido por un receptor de linfocito T requiere un 
buen encaje entre el receptor, el péptido y la molécula MHC. (b) El choque 
estérico y la falta de complementariedad entre los residuos de anclaje y la 
molécula MHC impiden una unión adecuada. Los receptores de linfocitos T 
están restringidos a productos MHC específicos para Cada péptido. 


Este direccionamiento se logra por medio de una chaperona 
llamada cadena invariante, una glucoproteína de membrana tipo 
II (véase Fig. 13-10). La cadena invariante (li) tiene un papel fun- 
damental en las etapas tempranas de la biosíntesis del MHC clase II 
al formar una estructura trimérica sobre la cual los heterodímeros 
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sultado de la respuesta. Un sistema 1 ! 
que incluye la producción de anticuerpos y la generación de linfoci- 
tos T citotóxicos y helper, no puede desenvolverse sin la participa- 


ción de células profesionales presentadoras de antígeno. Las células 
profesionales presentadoras de antígeno incluyen células dendríti- 
cas y macrófagos, tanto los derivados de la médula ósea como los de 
los linfocitos T. Son estas células las que consiguen el antígeno, lo 


procesan y luego lo presentan de forma que pueda ser reconocido 


or los linfocitos T. El camino por el cual el antígeno es convertido 
Pp Pp 8 

en una forma adecuada para el reconocimiento por linfocitos T se 
conoce como procesamiento y presentación del antígeno. 

La vía MHC clase 1 se concentra predominantemente en la pre- 
sentación de proteínas sintetizadas por la célula misma, y la vía 
MEC clase II se centra en materiales adquiridos del exterior de la 
célula que presenta el antígeno. Recuérdese que todas las células nu- 
cleadas expresan los productos MHC clase 1, o pueden ser inducidas 
a hacerlo; esto tiene sentido en vista del hecho de que una célula 
nucleada es capaz de sintetizar tanto ácidos nucleicos como pro- 
los IA ende puede en principio llevar a cabo una replicación 

cn virales. Su habilidad de alertar al sistema inmunitario 
sobre la presencia de un Invasor intracelular está ligada inexorable- 
A a AAA de antígeno por el MHC clase 1. La distin- 
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MHC, y (6) presentación de la molécula MHC cargada con el pépti- 
do en la superficie celular. En las próximas dos secciones, describi- 
remos los detalles moleculares de cada vía. 


La vía MHC clase | presenta antígenos citosólicos 


a Fi E] : 
La Figura 23-23 resume los seis pasos de la vía MHC clase 1 y utiliza 
como ejemplo una célula infectada por un virus. La siguiente discusión 
describe los eventos que ocurren durante cada paso: 


La] Adquisición del antígeno: en el caso de una infección viral, la ad- 
quisición del antígeno es sinónimo, usualmente, del estado infect- 
ado de la célula. Los virus dependen de la síntesis de proteínas de 


su célula huésped para generar los bloques constitutivos de nue- 
vos viriones. Esto incluye la síntesis de proteínas citosólicas virales 
y también de proteínas de membrana. La síntesis de proteínas, a 
diferencia de la replicación de DNA, no es un proceso libre de er- 
rores, ya que se toma solo una fracción de las nuevas cadenas poli- 
peptídicas al ser estas terminadas prematuramente, además de otros 
errores (incorporación errónea de aminoácidos, plegamiento erró- 
neo o retrasado, mutación con desplazamiento de lectura). Estos 
errores en la síntesis de proteínas afectan a las proteínas de la célula 
huésped y también a aquellas especificadas por genomas virales. Las 
proteínas que contengan errores deben ser rápidamente eliminadas 
para que no ocupen espacio en el citoplasma, no causen interac- 
ciones no productivas con proteínas asociadas, o que incluso actúen 
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FIGURA 23-23 Vía MHC clase ¡ 
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incorporación). Paso E: las proteínas erróneamente plegadas son conjuga as 
con ubicuitina para ser diana de la degradación. Paso El la proteólisis es 
llevada a cabo por el proteasoma. En las células expuestas al interferón y, 

las subunidades catalíticas activas B del proteasoma son reemplazadas por 
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subunidades B con inmunidad específica inducida por interferón. Paso E los 
péptidos son transportados al interior del retículo endoplasmático a través del 
transportador de péptidos TAP dimérico. Paso Bl el péptido es cargado en la 
nueva molécula MHC clase |, dentro del complejo de carga de péptidos. Paso 
B el complejo terminado péptido-MHC clase | es transportado a la superficie 
celular a través de la vía secretora. Véase el texto para más detalles. 
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como versiones negativas dominantes de otra proteína. La tasa de 
proteólisis citosólica debe coincidir con la tasa con la que se come- 
ten errores en la síntesis y plegamiento de proteínas. Estas proteínas 
son una fuente importante de antígenos peptídicos para ser presen- 
tados por moléculas MHC clase 1. Exceptuando la presentación cru- 
zada (se analiza luego), la vía MHC clase 1 resulta en la formación 
de complejos péptido-MHC en el cual los péptidos son derivados de 
proteínas sintetizadas por la célula misma que porta el MHC clase 1. 


Marcaje del antígeno para su destrucción: el sistema de conjugación 
de ubicuitina es responsable principalmente de marcar una proteína 
para ser destruida (véase Cap. 3, p. 87). La conjugación de ubicuitina es 
una modificación covalente rigurosamente regulada. 


Proteólisis: las proteínas conjugadas con ubicuitina son destru- 
idas por proteólisis proteasómica. El proteasoma es una protea- 
sa altamente procesadora que se une a sus sustratos y, Sin liberar 
productos intermedios, da origen a productos de digestión final, 
péptidos cuyo tamaño va de 3 a 20 aminoácidos (véase Fig. 3-29). 
Durante el transcurso de una respuesta inflamatoria y en respuesta 
al interferón y, las tres subunidades catalíticas B (B1, P2 y B5) del 
proteasoma pueden ser remplazadas por tres subunidades inmu- 
noespecíficas: B1i, B2i y B5i. Las subunidades Bli, B2i y B5i están 
codificadas en el loci MHC. Los resultados netos de este reemplazo 
es la generación del inmunoproteasoma, cuyo producto cumple los 
requerimientos para poder unirse a antígenos mediante moléculas 
MHC clase 1. El inmunoproteasoma ajusta la longitud promedio 
de los péptidos producidos y también los sitios donde ocurre la 
escisión. Dado el papel central del proteasoma en la generación de 
péptidos presentados por moléculas MHC clase 1, los inhibidores 
de proteasoma interfieren potentemente con el procesamiento de 
antígenos a través de la vía MHC clase 1. 


Entrega de péptidos a las moléculas MHC clase I: la síntesis de 
proteínas, la conjugación de ubicuitina y la proteólisis proteasómica 
ocurren todas en el citoplasma, mientras que la unión de péptidos 
a moléculas MHC clase 1 ocurre en el lumen del retículo endo- 
plasmático (RE). Por ende, los péptidos deben cruzar la membrana 
del retículo endoplasmático para tener acceso a las moléculas MHC 
clase 1, un proceso mediado por el complejo TAP heterodimérico, 
un miembro de la superfamilia ABC de bombas impulsadas por 
ATP (véase Fig. 11-15). El complejo TAP une péptidos en la cara 
citoplasmática y, en un ciclo que incluye unión con ATP e hidróli- 
sis, los péptidos son trasladados dentro del retículo endoplasmático. 
La especificidad del complejo TAP es de tal forma que solo puede 
transportar un subconjunto de todos los péptidos citosólicos, prin- 
cipalmente aquellos en el rango de 5 a 10 aminoácidos. El complejo 
TAP del ratón muestra una preferencia pronunciada por péptidos 
que terminan en leucina, valina, isoleucina o residuos de metionina, 
que concuerdan con la preferencia para unirse con las moléculas 
MEC clase I provenientes del complejo TAP. Los genes que codifi- 
can las subunidades TAP1 y TAP2 que componen el complejo TAP 
están ubicados en el loci MHC. 


Bl Unión de péptidos a moléculas MHC clase 1: dentro del retículo en- 
doplasmático, las moléculas MHC clase 1 recientemente sintetizadas 
son parte de un complejo multiproteína llamado complejo de car- 
ga de péptidos. Este complejo incluye dos chaperones (calnexina y 
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calreticulina) y la oxidorreductasa Enp?5. QUA poro a 
interactúa con el complejo TAP y la molécula a le a 
recibir el péptido. La proximidad física del e y eo de | E 
clase I se mantiene mediante tapasina. Una yAs e O , sido 
cargado, un cambio conformacional libera :a cc ura A 
del complejo de carga del péptido. Esta ne IS 
mente que solo las moléculas cargadas con péptidos s stren en 


la superficie celular. 


Presentación del complejo péptido-MHC clase 1 Ñe la Ap 
lar: una vez que el péptido ha sido cargado, el complejo péptido-MHC 


clase 1 es liberado del complejo de carga del péptido y entra en la vía 


secretora constitutiva (véase Fig. 14-1). La transferencia desde el Golgi 


di ía biosintéti 
hacia la superficie celular es rápido y completa la vía biosintética de un 


complejo péptido-MEHC clase l. 


La secuencia completa de eventos en la vía clase 1 ocurre cons- 
titutivamente en todas las células nucleadas que expresan moléculas 
MEC clase 1 y las demás proteínas requeridas O pueden pel a 
a hacerlo. En ausencia de una infección viral, la síntesis de proteínas 
y la proteólisis generan continuamente un flujo de péptidos que son 
cargados en las moléculas MHC clase 1. Por ende, células normales y 
saludables muestran en su superficie una selección representativa de 
péptidos derivados de proteínas propias. Podría haber varias miles de 
combinaciones MHC-péptidos distintas mostradas en la superficie de 
una célula nucleada típica. Linfocitos T en desarrollo en el timo ca- 
libran sus receptores específicos para cada antígeno en estos conjun- 
tos de complejos péptido-MHC y aprenden a reconocer los productos 
MHC propios como el elemento de restricción del cual deben depen- 
der para reconocer antígenos. Al mismo tiempo, la muestra de pép- 
tidos propios por moléculas MHC propias en el timo permite que el 
linfocito T en desarrollo aprenda cuáles combinaciones MHC-péptido 
son derivadas de sí misma y deben ser ignoradas para evitar una reac- 
ción autoinmunitaria autodestructiva. El desarrollo del linfocito T es, 
entonces, guiado por moléculas MHC propias cargadas con péptidos 
propios, una plantilla sobre la cual un repertorio de linfocitos T puede 
ser moldeado. En términos simples, cualquier linfocito T que lleve un 
receptor que reaccione con mucha fuerza con complejos MHC-péptido 


propios es potencialmente peligroso cuando escapa del timo, y debe 
ser eliminado. Este es un aspecto del desarrollo 


: de linfocitos T que será 
analizado más adelante. 


Solo cuando aparece un virus los péptidos derivados de virus ha- 
cen una contribución para la muestra de complejos péptido-MHC. La 
eficiencia general de esta vía es tal que aproximadamente 4 000 molé- 
culas de una proteína dada deben ser destruidas para generar un úni- 


dl omnaS péptido-MHC que porte un péptido de ese polipéptido 
particular. 


dríticas de remanent : 
es de apo e ARE 
os poptosis celular, complejos inmunitarios 
: > lormas de antígenos por fagocitosis. A través 


totalidad, estos materia- 


as son capaces de realizar 
y ga de moléculas MHC clase 
e A 

se dertvan de células que no son la célula 


Ñ permitir así la car 
l unidas a péptidos qu 


misma que presenta el antígeno. La autofagia (véase Cap. 14) proba- 


blemente tenga un papel en este proceso. 


La vía MHC clase II presenta antígenos entregados a 
la vía endocítica 


Aunque las moléculas MHC clase I y clase Il muestran un parecido 
estructural impactante, la forma en la que estas dos clases adquieren 
péptidos y su función en el reconocimiento inmunitario difiere en gran 
medida. Mientras que la función primaria de las moléculas MHC clase 
l es guiar los linfocitos T citotóxicos con receptores CD8 a las célu- 
las diana, las moléculas MHC clase 11 sirven para guiar los linfocitos 
T helper con receptores CD4 a las células con las cuales interactúan, 
principalmente células profesionales de presentación de antígenos. Los 
linfocitos T CD4 activados proporcionan protección no solo a través de 
la asistencia a los linfocitos B para producir anticuerpos, sino también 
por los conjuntos complejos de citocinas que producen, que activan las 
células fagocíticas para que eliminen patógenos o ayudan a disparar 
una respuesta inflamatoria. 

Como se remarcó previamente, las moléculas MHC clase 11 son ex- 
presadas sobre todo por células profesionales de presentación de antí- 
genos: células dendríticas y macrófagos, que son fagocíticas, y linfocitos 
B, que no lo son. Por lo tanto, la vía MHC clase 11 de procesamiento y 
presentación de antígenos generalmente ocurre solo en estas células. 
Los pasos en esta vía se muestran en la Figura 23-24 y son descritos a 


continuación. 


El Adquisición del antígeno: en la vía MHC clase II, el antígeno es 
adquirido por pinocitosis, fagocitosis o endocitosis mediada por re- 
ceptores. La pinocitosis, que es poco específica, involucra la entrega 
de un volumen de líquido extracelular, y las moléculas disueltas en 
él, a través de un proceso de fisión e invaginación de la membrana. 
La fagocitosis, ingestión de materiales particulares como bacterias, 
virus y los restos de células muertas, involucra una remodelación 
extensa del citoesqueleto basado en actina para poder incorporar 
la partícula entrante. Aunque la fagocitosis pueda ser iniciada por 
interacciones específicas entre receptor y ligando, estas no siempre 
son requeridas: incluso partículas de látex pueden ser ingeridas 
eficientemente por macrófagos. En el proceso de opsonización, los 
patógenos marcados con anticuerpos y ciertos componentes com- 
plementarios se convierten en el objetivo de macrófagos y células 
dendríticas al ser reconocidos por receptores para componentes 
complementarios en la superficie celular o receptores para la por- 
ción Fc de inmunoglobulinas, y luego son fagocitados (Fig. 23-25). 
Los macrófagos y las células dendríticas también expresan varios ti- 
pos de receptores menos selectivos (p. ej., lectinas tipo C, receptores 
tipo Toll, receptores carroñeros) que reconocen patrones molecu- 
lares en antígenos no particulares; el antígeno unido es internaliza- 
do por endocitosis mediada por receptores. Los linfocitos B, que no 
son fagocíticos, también pueden adquirir antígenos por endocitosis 
mediada por receptores utilizando sus receptores específicos para 
antígenos (inmunoglobulina superficial) (Fig. 23-26). Finalmente, 
antígenos citosólicos podrían entrar en la vía MHC clase Il a través 
de autofagia (véase Fig. 14-35). Después de la formación de la copa 
autofágica, se forma una vesícula autofágica. Estas vesículas son de 
un tamaño que puede contener orgánulos dañados, y cantidades al- 
tas de citoplasma podrían ser encapsuladas en el proceso. Los aut- 
ofagosomas resultantes están destinados a fusionarse con lisosomas, 


donde los contenidos del autofagosoma quedan disponibles para la 


digestión por proteasas lisosómicas. 

cción: la proteólisis se requi- 
o intacto en péptidos de un 
oléculas MHC clase II. Los 


Marcaje del antígeno para su destru 
ere para convertir el antígeno protelc 


tamaño adecuado para que se una a M de 
roteicos se vuelven el objetivo para la degradación me- 


antígenos 
, á que ocurre por la caída en el pH 


diante desplegamiento progresivo, ya qe 
cuando las proteínas avanzan a lo largo de la vía endocítica. El p 


del entorno extracelular se encuentra en alrededor de 7,2 y en en- 
dosomas tempranos está entre 6,5 y 5,5; en endosomas tardíos y 
lisosomas, el pH puede caer hasta 4,5. Bombas de protones clase V 
impulsadas por ATP en membranas endosómicas y lisosómicas son 
responsables de esta acidificación (véase Fig. 11-9). Las proteinas 
que se encuentran estables en un pH neutro tienden a desplegarse 
cuando son expuestas a pH extremos mediante la rotura de uniones 
de hidrógeno y desestabilización de los puentes salinos. Además, el 
entorno en los compartimientos endosómicos/lisosómicos se re- 
duce, y los lisosomas alcanzan una concentración de equivalentes 
de reducción en el rango de los milimoles. La reducción de uniones 
bisulfuro que estabilizan muchas proteínas extracelulares es la con- 
traparte de una modificación covalente, catalizada también por una 
tioreductasa inducible por exposición a IFN-Y. La acción combina- 
da de pH bajo y entorno de reducción prepara al antígeno para la 


proteólisis. 


Proteólisis: la degradación de proteínas en la vía MHC clase Il es 
llevada a cabo por un gran conjunto de proteasas lisosómicas, colecti- 
vamente llamados catepsinas, que son proteasas aspartilas o cisteínas. 
Otras proteasas, como la endoproteasa específica de asparagina, po- 
drían contribuir también a la proteólisis. Un rango amplio de frag- 
mentos de péptidos son producidos, incluyendo algunos que pueden 
unirse a moléculas MHC clase II. Las proteasas lisosómicas operan 
de forma óptima a pH ácido dentro de los lisosomas. Consecuente- 
mente, los agentes que inhiben la actividad de bombas de protones 
clase V interfieren con el procesamiento de antígenos, como también 
lo hacen los inhibidores de proteasas lisosómicas. 


Encuentro de péptidos con moléculas MHC clase II: recuerde que 
la mayoría de las moléculas MHC clase II sintetizadas en el retículo 
endoplasmático son dirigidas a endosomas tardíos. Debido a que los 
péptidos generados por proteólisis residen en el mismo espacio to- 
pológico que las moléculas MHC clase II, la entrega de un péptido a 
una molécula MHC clase II no requiere el paso a través de una mem- 
brana. Por ende, el único requerimiento es permitir que los péptidos 
y las moléculas MHC clase II se encuentren. Esto se logra en el curso 
de la biosíntesis por un paso de ordenamiento que depende de la ca- 
dena invariante (li) y asegura la entrega del complejo clase 11 (aBli) 
a los compartimientos endosómicos. 


Unión de péptidos a moléculas MHC clase II. el complejo (ali), 
entregado a los compartimentos endosómicos es incapaz de unirse 
a un péptido porque las hendiduras específicas para cada péptido en 
las moléculas MHC clase II están ocupadas por la li. Por la misma 
razón, complejos (ABI), recientemente ensamblados no compiten 
por péptidos destinados al MHC clase I entregados por el retículo 
endoplasmático a través del TAP: su sitio de unión a péptidos ya 
se encuentra ocupado por la li. Recuérdese que el retículo endo- 
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FIGURA 23-24 Vía MHC clase Il de procesamiento y presentación 

de antígenos. Paso ÍIl los antígenos particulares son obtenidos mediante 
fagocitosis, y los antígenos no particulares, mediante pinocitosis O endocitosis. 
Paso EX la exposición del antígeno al bajo pH y el entorno de reducción de 
endosomas y lisosomas preparan al antígeno para la proteólisis. Paso El: 

el antígeno es desintegrado por varias proteasas en los compartimentos 
endosómicos y lisosómicos. Paso El las moléculas MHC clase Il, ensambladas 
en sus subunidades en el retículo endoplasmático, son entregadas a los 


plasmático es el sitio donde las moléculas MHC clase 1 y clase II se 
reúnen. La presencia de li en los complejos MHC clase II nacientes 
asegura que solo moléculas MHC clase 1 se unan a péptidos en el 
retículo endoplasmático. Las mismas proteasas que actúan sobre 
antígenos internalizados y los degradan en péptidos también actúan 
sobre los complejos (a:Bli),, lo que resulta en una eliminación del li, 
excepto una porción pequeña denominada segmento CLIP. Debido 
a que se encuentra unido firmemente a la hendidura para unión de 
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compartimentos endosómicos/lisosómicos por medio de señales contenidas 
en la cadena invariante (li) asociada. Esta entrega toma como diana endosomas 
tardíos, lisosomas y endosomas precoces, asegurándose que las moléculas 
MEC clase Il estén expuestas a los productos de la desintegración proteolítica 
del antígeno a lo largo de todo el camino endocítico. Paso El la carga del 
péptido se logra con la ayuda de la DM, una proteína chaperoña semejante 

al MHC clase ll. Paso EX: presentación de moléculas MHC clase Il car E 
péptidos en la superficie celular. Véase el texto para más detalles dad 


péptidos MHC clase II, el CLIP es resistente al ataque proteolíti- 
co. Las moléculas MHC clase II son también o desolé: 
gamiento y al ataque proteolítico en las condiciones que a 
en la vía endocítica. El segmento CLIP es eliminado a La ¿5 de la 
interacción del complejo OoBCLIP con una chaperona 00 , 
de Hencicnta vaciada de la moléculas MHC clase 1 d ' 2 
unirse a péptidos que son abundantes en la vía oca 0 0 
la proteína DM está codificada por el MHC y Po es 
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FIGURA 23-25 Presentación del antí 
mo FcyR) presentados en la superficie 


fagocíticas. Por medio de receptores FC (co Ñ j sa 
celular, las células fagocíticas especializadas como macrófagas o células dendríticas 


pueden atrapar e ingerir patógenos que han sido cubiertos con anticuerpos 
(opsonización). Después de la digestión de la partícula fagocitada (p. e, virus, 
bacterias o complejos inmunitarios), algunos de los péptidos producidos, 
incluyendo fragmentos del patógeno (naranja), son cargados en moléculas MHC 
clase Il (verde). Los complejos péptido-MHC clase Il presentados en la superficie 
permiten la activación de linfocitos T específicos para estas combinaciones MHC- 
péptido. Los antígenos lipídicos son entregados a la molécula col (semejante 

al MHC Clase 1), cuyo sitio de unión está especializado para alojar lípidos. Ciertos 
péptidos derivados de patógenos (púrpura) podrían ser entregados a productos 
MHC clase | (azul) por medio de presentación cruzada. El mecanismo detrás de la 
presentación cruzada todavía no ha sido clarificado. 


py 0 


D —— Antígeno proteico 


Epítopo de 
El lg superficial linfocito T 
captura B 
al antígeno 


Epítopo de 
linfocito B 


Complejo 
internalizado 


Complejo 
destruido 
y epítopo de 
linfocito T 
presentado 
por el MHC 
clase ll 


O EllinfocitoT 
ayuda al 
linfocito B 
de forma específica 
para cada antígeno 


FIGURA 23-26 Presentación de antígenos por células B. Los linfocitos B 
se unen a antígenos, incluso si están presentes en bajas concentraciones, a 

sus receptores o a la lg de superficie. El complejo inmunitario que resulta de 
esto es internalizado y luego entregado a los compartimentos endosómicos/ 
lisosómicos, donde es destruido. Los péptidos liberados del complejo 
inmunitario, incluyendo fragmentos del antígeno proteico, son presentados 
como complejos péptido-MHC clase ll en la superficie celular. Los linfocitos T 
CDA específicos para el complejo presentado pueden ahora ayudar al linfocito 
B. Esta ayuda es específica para cada antígeno y restringida por el MHC, 


muy similar a las moléculas clase II, no puede unirse ella misma 
a péptidos. Sin embargo, los complejos MHC clase II-péptidos re- 
cientemente formados son ellos mismos susceptibles a “ediciones” 
por el DM al eliminar estos el péptido unido, hasta que la moléculas 
MEC clase II adquiera un péptido que se una tan fuertemente que 
no pueda ser eliminado por interacciones del complejo con DM. 
Los complejos MHC clase II-péptido resultantes son extremada- 
mente estables, con una semivida estimada de más de 24 horas. 


Presentación del complejo péptido-MHC clase II en la superficie celu- 
lar. los nuevos complejos péptido-MHC clase II se localizan principal- 
mente en compartimientos de endosomas tardíos, que incluyen endo- 
somas multivesiculares (o cuerpos) (véase Fig. 14-33). El reclutamiento 
de vesículas internas de los cuerpos multivesiculares a la membrana 
delimitante expande su área superficial: mediante un proceso de tu- 
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bulación a lo largo de tramos de microtúbulos, estos compartimientos 
se alargan y finalmente entregan complejos péptido-MHC clase ll a la 
superficie por fusión de membranas. Estos eventos están fuertemente 
regulados: la tubulación y la entrega de moléculas MHC clase ll a la 
superficie es favorecida en células dendríticas y macrófagos que siguen 
su activación en respuesta a señales tales como lipopolisacáridos bac- 
terianos (LPS, bacterial llipopolysaccharide), de detectados por sus re- 


ceptores tipo Toll. 


Para las células profesionales presentadoras de antígenos, los pa- 
sos descritos son constitutivos: ocurren todo el tiempo, pero pueden 
ser modulados por la exposición a agentes microbianos y citocinas. 
Además de las vías descritas para productos MHC clase 1 y II, existe 
una categoría de moléculas relacionadas a las MHC clase [ que se 
especializan en la presentación de antígenos lipídicos, las proteínas 
CD1. La estructura de una molécula CD] se asemeja a la de una 
molécula MHC clase l: una cadena pesada en un complejo con B2- 
microgloblulina. Muchas especies de bacterias producen lípidos de 
una estructura química que no se encuentra en sus huéspedes ma- 
míferos. Estos lípidos pueden servir como antígenos reconocidos en 
la defensa del huésped cuando son presentados por moléculas CD1, 
durante la cual se unen a un bolsillo de unión a lípidos que es con- 
ceptualmente similar a los bolsillos que se unen a péptidos de una 
molécula MHC regular. Las señales en la cola citoplasmática de la 
cadena pesada CD1 dirigen estas moléculas a los compartimientos 
endolisosómicos, donde la carga con lípido ocurre. El complejo CD1- 
lípido se une a una clase prominente de linfocitos T, llamadas células 
NKT, basándose en sus características superficiales, y también se unen 
a linfocitos T yd, descritas más adelante. Las células NKT cumplen un 
papel importante en la producción de citocina y ayudan a iniciar y 
orquestar respuestas inmunes adaptativas mediante citocina. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 23.4 
El MHC y la presentación del antígeno 


+ El MHC, la región genética responsable por la aceptación o el rechazo 
de injertos, codifica dos clases mayores de glucoproteínas tipo l, molé- 
culas MHC clase 1 y II. Estas proteínas son altamente polimórficas, al 
ocurrir en diferentes variaciones alélicas en una población exogámica 
(véase Fig. 23-19). 


* La función de los productos MHC es unirse a péptidos y presentar- 
los a los receptores específicos para cada antígeno en los linfocitos T. 
Las moléculas MHC clase I se encuentran en la mayoría de las célu- 
las nucleadas, mientras que la expresión de moléculas MHC clase 11 
está confinada principalmente a células presentadoras de antígenos 
profesionales como células dendríticas, macrófagos y linfocitos B. 


« La organización y la estructura de moléculas MHC clase 1 y Il es simi- 
lar e incluye una región especializada para la unión de una gran varie- 
dad de péptidos (véase Fig. 23-21). 


« Distintas variaciones alélicas de moléculas MHC se unen a diferen- 
tes conjuntos de péptidos, debido a que las diferencias que distinguen 
un alelo de otro incluyen residuos que definen la arquitectura de la 
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llama restricción MHC. | | 
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tados en la superficie se conoce como du en células que expre- 
de antígenos. Este proceso opera continuamen S caida 
san sus moléculas MHC relevantes, aunque puede 5 


transcurso de una respuesta inmunitaria. 

n de antígenos puede ser dividido en 
(2) marcaje del antí- 
del péptido a las 


* El procesamiento y presentació : 
1) adquisición del antígeno, 
(3) proteólisis, (4) entrega 
del péptido a la molécula MHC, y (6) pre- 
] péptido en la superficie 


seis pasos discretos: ( 
geno para su destrucción, 


moléculas MHC, (5) unión 
sentación de la molécula MHC cargada con e 


celular (véanse Figs. 23-25 y 23-26). 
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Los linfocitos T reconocen el antígeno a través de las moléculas del 
MHC. Los receptores a los que se ha confiado esta tarea se encuen- 
tran relacionados estructuralmente con las inmunoglobulinas. Para 
generar estos receptores específicos de antígenos, los linfocitos T 
reorganizan y recombinan los genes que codifican las subunidades 
del receptor de linfocito T (TCR) por medio de mecanismos de re- 
combinación somática idénticos a los utilizados por los linfocitos B 
para recombinar los genes de inmunoglobulinas. El desarrollo de los 
linfocitos Tes también estrictamente dependiente de que se com- 
plete con éxito la reorganización somática genética que produce las 
subunidades TCR. Describiremos las subunidades que median el 
O de un antígeno específico, cómo se emparejan con 
as glucoproteínas de ¡ “e 
ss p : membranas esenciales para la transducción de 
señales y une estos complejos reconocen las combinaciones entre 
MEC y péptidos. 
Como se ha señalado e ió 
n . . 
ad | la sección precedente, los linfocitos T reco- 
Ígeno solamente c o ea 
eras on las moléculas polimórficas de MHC 
resentes en S 
rañiss Pp ese huésped. En el curso de su desa- 
rrollo, los linfocitos T deben “aprender” a identi ; 
RO iS tas a identificar esas moléculas de 
propias” y recibir instrucci ad 
1Ones acerca de qué b 
de pepa . qué combinaciones 
e péptidos y MHC ignorar, de modo tal de ev; 
Eridad Á a e evitar una potencial reac- 
¡vidad catastrófica en tejidos propios del hué : 
Describi Ñ el huésped (autoinmunidad). 
escribiremos cómo se desarrollan los linfoc; 7 : 
infocitos T e introducirem 


inci E Os 
las principales clases de linfocitos T de acuerdo con su funció 
ción. 


La estructura del receptor de linfocito T se asemeja 
a la porción F(ab) de una inmunoglobulina 


De modo similar a como las linfocitos B utilizan sus receptores para 
reconocer antígenos y luego traducen las señales que conducen a su 
expansión clonal, los linfocitos T utilizan sus receptores de linfoci- 
to T. Los Inicios T que han sido activados a través de sus recep- 
tores de aniRenos específicos proliferan y adquieren la capacidad 
de matar células qe porten el antígeno o de secretar citocinas que 
asistirán a las linfocitos B en su diferenciación. El receptor de lin- 
focito T para antígeno reconoce el complejo de moléculas de MHC 
con los péptidos apropiados. 

El receptor de linfocito T (Fig. 23-27) se compone de dos subu- 
nidades glucoproteicas, y cada una es codificada por una reorgani- 
zación genética somática. Los receptores están compuestos por un 
par OB o un par yó. La estructura de estas subunidades tiene simili- 
tud estructural con la porción F(ab) de una inmunoglobulina: en el 
extremo terminal N existe un dominio variable, seguido de un do- 
minio de región constante y un segmento transmembrana. Las colas 
citoplasmáticas de las subunidades TCR son demasiado cortas para 
permitir el reclutamiento de factores citosólicos que asistan en la 
transducción de señales. En cambio, el TCR se asocia con el complejo 
CD3, un conjunto de proteínas de membrana compuesto por cadenas 
y, 5, € y E. (Las subunidades y y 9 de TCR no deben ser confundidas 
con las subunidades del complejo CD3 designadas de modo similar). 
La cadena € forma un dímero no covalente con la cadena y o Ó para 
producir los complejos ey y €9. El dominio externo de las subunida- 
des de CD3 es homólogo a los dominios de inmunoglobulinas, y el 
dominio citoplasmático en cada uno contiene un dominio ITAM a 
través del cual las moléculas adaptadoras pueden ser reclutadas por 
fosforilación de residuos de tirosina en las ITAM. La cadena £ se en- 
cuentra integrada dentro del complejo CD3-TCR como un homodí- 
mero unido a través de un puente disulfuro, y cada cadena € contiene 
tres motivos ITAM. 


Los genes TCR son reordenados de manera similar a 
los genes de inmunoglobulinas 


Virtualmente, todos los receptores de antígeno específico genera- 
dos por recombinación somática contienen una subunidad que es 
producto de la recombinación V-D-] (p. ej. la cadena pesada lg; la 
cadena $ TCR) y de una subunidad producida por la recombinación 
V-J (p. ej. la cadena ligera de Ig; la cadena O. TCR). El mecanismo 
de recombinación de los loci V-D-J y V-] de TCR es esencialmente 


FIGURA 23-27 Estructura del receptor de linfocito T y sus 
correceptores. (a) El receptor de linfocito T (TCR) para antígeno está 
compuesto por dos cadenas, la subunidad a y B, que son producidas por 
recombinación V-) y V-DJ respectivamente. Las subunidades aB deben - 
asociarse con el complejo CD3 (véase Fig. 23-29) para permitir la transducción 
de señales. Se requiere la formación de un complejo TCR aB-CD3 completo 
para la expresión en superficie. El receptor de linfocito T luego se asocia con los 
correceptores CD8 (azul claro) O CDA (verde claro), que permiten la interacción 
con características conservadas de moléculas de MHC clase | y MHC clase 

Il, respectivamente, en células presentadoras de antígeno. (b) Estructura de 
receptor de linfocito T unido a UN complejo péptido-MHC, determinado por 
cristalografía. (Parte [b] basado en J Hennecke, 2000, EMBO.. 195611) 
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idéntico al descrito para genes de inmunoglobulinas y requiere de 
las proteínas componentes que conforman la maquinaria no ho- 
móloga de unión de extremos: RAG-1, RAG-2, Ku70, Ku80, subu- 
nidad catalítica DNA-PK, XRCC4, DNA ligasa IV y Artemis. Hay 
un requerimiento absoluto de secuencias señal de recombinación 
(RSS, recombination signal sequences), y la recombinación obedece 
la regla de espaciadores 12/23 (Fig. 23-28). Existe un número de ca- 
racterísticas notables en la organización y recombinación de loci de 
TCR. Primero, la organización de la señal de recombinación es tal 
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FIGURA 23-28 Organización y recombinación de loci de TCR. La 
organización de los loci TCR es en principio similar a la de los loci de 
inmunoglobulina (véase Fig. 23-14). Izquierda: el loci de cadena B de TCR 
incluye un grupo de segmentos V, un grupo de segmentos D y varios 
segmentos ) corriente abajo de donde hay dos regiones constantes, El 
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por un grupo de segmentos v y un ie cadena 0. de TCR está compuesto 
A úm y 
codificador de la secuencia señal- Enh = acoletes q Al 
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por deleción. Los linfocitos T que expresan el receptor LB y aquellos 
que expresan el receptor yÓ son considerados linajes separados con 
funciones diferentes. Dentro de los linfocitos T que expresan los 
receptores yÓ existen algunos capaces de conocer la molécula CDI, 
que se especializa en la presentación de antígenos lipídicos. Los lin- 
focitos T yó están programados para residir en distintos sitios ana- 
tómicos (p. ej., el epitelio que recubre el aparato genital, la piel) y 
probablemente cumplan un papel en la defensa del huésped contra 
patógenos que se hallen comúnmente en estos sitios. 

Deficiencias en los componentes clave del aparato de recombina- 
ción, como en las recombinasas RAG, excluyen la reorganización de 
genes TCR. Como hemos visto para los linfocitos B, y como describire- 
mos a continuación para los linfocitos T, el desarrollo de los linfocitos 
es estrictamente dependiente de la reorganización de genes del receptor 
de antígeno. Una deficiencia en RAG impide el desarrollo de linfocitos 
T y linfocitos B. 


Los receptores de linfocitos T son muy diversos, con 
muchos de sus residuos variables codificados en las 
uniones entre los segmentos genéticos V, D y) 


La diversidad creada por la recombinación genética somática es 
enorme, y se estima que excede los 10'” receptores. El uso de com- 
binaciones de distintos segmentos V, D y J realiza una contribución 
importante, como también lo hacen los mecanismos de imprecisión 
en la unión y la adición de nucleótidos N, como se ha discutido en 
las recombinaciones genéticas de inmunoglobulinas. El resultado fi- 
nal es un grado de variabilidad en las regiones V que iguala la de las 
CDR3 de las inmunoglobulinas (véase Fig. 23-12). En efecto, cada 
región variable de TCR incluye tres CDR, equivalentes a los de BCR. 
Pero a diferencia de los genes de inmunoglobulinas, los genes de 
TCR no sufren hipermutación somática. Es por ello que los recep- 
tores de linfocitos T no tienen la madurez en la afinidad que tienen 
los anticuerpos en el curso de la respuesta inmunitaria, y tampoco 
tienen conmutación de clase o la opción de utilizar distintos sitios 
poliadenílicos para crear versiones solubles o unidas a membranas 
de receptores de antígenos específicos. 

Se ha resuelto la estructura cristalina de un número de recepto- 
res de linfocito T unidos a los complejos de péptidos-MHC clase 1 o 
péptidos-MCH clase II. Estas estructuras presentan variabilidad en 
el modo que el receptor de linfocito T se acopla al complejo péptido 
MHC, pero los contactos más extensos en la región CDR3 somáti- 
camente diversificada se realizan con la porción peptídica central 


del complejo, con CDR1 codificado en la línea germinal y CDR2 


en contacto con las hélices UL de las moléculas MHC. Muchos de los 


receptores de linfocitos T cuya estructura ha sido resuelta se loca- 
lizan diagonalmente a través de la porción de unión al péptido del 
complejo péptido-MHC. Como resultado, el receptor de linfocito T 
realiza contactos extensos con la carga peptídica como también con 
las hélices o; de la molécula de MHC a la que se une. Las posiciones 


en las que las moléculas MEC alélicas difieren unas de otras involu- 


cran residuos que contactan directamente al receptor de linfocito T, 


A « 
lo cual excluye una unión con el alelo 


Las diferencias en aminoácidos que 
otro también afectan la arquitectura de la hendidura de unión pep- 


tídica. Incluso si los residuos MHC que interactúan directamente 
con el receptor de linfocito T fueran compartidos por dos moléculas 
MHC alélicas, su especificidad de unión a péptido probablemente se- 


“incorrecto”. 
distinguen un alelo MHC de 


ría distinta debido a diferencias en aminoácidos en la hendidura de 
unión peptídica. En consecuencia, los residuos de TCR en contacto 
proporcionados por un péptido unido, y esenciales para una inte- 
racción estable con un receptor de linfocito T, estarían ausentes de la 
combinación péptido-MHC “incorrecta”. Es poco probable que ocu- 
rra una interacción productiva con un receptor de linfocito T. 


La señalización a través de receptores de antígeno 
específico provoca la proliferación y diferenciación 


de linfocitos T y B 


Los receptores de linfocitos B y linfocitos T para antígenos traducen 

señales por medio de proteínas asociadas con porciones del receptor 

para un antígeno específico (p. ej., la cadena pesada y la ligera de lg 

para BCR; las cadenas O: y $ para TCR). Las porciones citosólicas 

del receptor antígeno específico son cortas, no sobresalen demasia- 

do en la parte interna de la membrana plasmática y son incapaces 

de reclutar moléculas de señalización corriente abajo. En cambio, 

como se discutió previamente, los receptores antígeno específicos 

en linfocitos T y B se asocian con subunidades auxiliares que contie- 

nen ITAM (motivos de activación del inmunorreceptor basado en 

tirosina, immunoreceptor tyrosine-based activation motifs). La unión 

de receptores antígeno específicos a ligandos inicia una serie de 

eventos próximos al receptor: activación de cinasas, modificación 

de ITAM y reclutamiento de moléculas adaptadoras que sirven para 

reclutar otras moléculas corriente abajo. 

Como se muestra en la Figura 23-29, la unión del receptor antígeno 

específico activa la familia Src de tirosincinasa (p. ej., Lck en linfo- 

citos T CD4; Lyn y Fyn en linfocitos B). Estas cinasas se encuentran 

muy próximas o físicamente asociadas con el receptor de antíge- 

no. Las cinasas Scr fosforilan el ITAM en las subunidades auxiliares 

del receptor de antígeno. En su forma fosforilada, los ITAM reclu- 

tan y activan tirosincinasas de familias que no sean Scr (ZAP-70 

en linfocitos T, Syk en linfocitos B), como también otras moléculas 

adaptadoras. Dicho reclutamiento y activación involucra a la fos- 

foinositida fosfolipasa C, y cinasas Pl-3. Los eventos subsecuentes 
que ocurren corriente abajo son similares a aquellos analizados en 
el Capítulo 16 para señalización de receptores tirosincinasa. Los re- 
ceptores antígeno específicos en linfocitos B y T son quizás los re- 
ceptores “modulares” de tirosincinasa mejor caracterizados, con las 
unidades reconocedoras de ligandos y los dominios de cinasas reali- 
zados por moléculas separadas. En última instancia, la señalización 
a través de receptores antígeno específicos inicia un programa de 
transcripción que determina el destino de los linfocitos activados: 
proliferación y diferenciación. 

Los linfocitos T dependen críticamente de la citocina interleuci- 
na 2 (IL-2) para su expansión clonal. Después de la estimulación de 
una linfocito T por antígeno, uno de los primeros genes en ser acti- 
vados es el de la IL-2. El linfocito T responde a su propio incremen- 
to en IL-2 y procede a crear más IL-2, un ejemplo de estimulación 
autocrina y parte de un circuito positivo de retroalimentación. Un 
factor de transcripción importante requerido para la inducción de 
la síntesis de IL-2 es la proteína NF-AT (factor nuclear activado por 
linfocitos T). Esta proteína se encuentra secuestrada en el citoplas- 
ma en la forma fosforilada y no es capaz de ingresar en el núcleo a 
menos de que antes sea desfosforilada. La fosfatasa responsable es la 
calcineurina, una enzima activada por Ca”?. El incremento inicial de 
Ca*? en el citosol conduce a la activación de calcineurina, y resulta 
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FIGURA 23-29 Transducción de señales desde el receptor de linfocito os deal 
T (TCR) y el receptor de linfocito B (BCR). Las vías de transducción de producen cambios en la expresión de e e 
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en la movilización del Ca** que reside en el retículo endoplasmático 


causado por hidrólisis de PIP, y la generación concomitante de IP 
(véase Fig. 15-36, pasos a. ? 


El fármaco inmunosupresor ciclosporina inhibe la actividad de 

JB la calcineurina a través de la formación del complejo ciclospo- 
rina y ciclofilina, que se une e inhibe la calcineurina. Si se suprime la 
desfosforilación de NF-AT, este no puede ingresar en el núcleo y par- 
ticipar de la regulación corriente arriba de la transcripción del gen de 
IL-2. Esto impide la expansión de linfocitos T estimulada por antíge- 
no, y así conduce a la inmunosupresión, y podría decirse que es la 
intervención más importante que contribuye a un trasplante de órga- 
no exitoso. Á pesar de que el trasplante de órganos varía con el órga- 
no utilizado, la disponibilidad de ¡nmunosupresores fuertes como la 


ciclosporina ha expandido enormemente las posibilidades de tras- 
plantes clínicos. M 


Los linfocitos T capaces de reconocer moléculas 
de MHC se desarrollan a través de procesos de 
selección negativa y positiva 


El reordenamiento de segmentos genéticos que son ensamblados 
en un receptor de linfocito T funcional es un evento estocástico que 
se completa con un linfocito T que no tiene conocimiento previo 
de las moléculas de MHC con las que estos receptores deberán in- 
teractuar. De modo similar a la recombinación somática de loci de 
cadena pesada de lg en linfocitos B, los primeros segmentos gené- 
ticos TCR en reorganizarse son los elementos PB TCR D y J, seguido 
de la unión de un segmento V a los JD recién reordenados. En este 
estadio de desarrollo del linfocito T, una reorganización productiva 
permite la síntesis de la cadena P TCR, que es incorporada al pre- 
TCR a través de la asociación con su subunidad aL. Este pre-TCR 
cumple una función estrictamente análoga a la de pre-BCR en el 
desarrollo de linfocitos B: le indica al linfocito T que ha comple- 
tado exitosamente un reordenamiento productivo, sin necesidad 
de realizar reordenamientos luego en el alelo opuesto. Permite la 
expansión de linfocitos T que han realizado exitosamente el reor- 
denamiento e impone exclusión alélica de modo de asegurarse que, 
por regla, solo sea generada una única subunidad P TCR para un 
determinado linfocito T y sus descendientes. Luego, comienza la 
expresión de RAG, y después de que la fase de expansión de célu- 
las pre-T haya sido completada, se inicia nuevamente la expresión 
de RAG para permitir el reordenamiento del loci a. de TCR, que 
conducirá luego a la generación de linfocitos T con un receptor 
0.8 completamente ensamblado. La Figura 23-30 ilustra los pasos 
análogos en el desarrollo de linfocitos B y E 

¿Cómo se conforma el nuevo repertorio de linfocitos T para que 
pueda ocurrir una interacción productiva con moléculas MHC pro- 
pias? La naturaleza aleatoria del proceso de reordenamiento genético y 
la enorme variabilidad generada en consecuencia producen un grupo 
de receptores de linfocito T, de los cuales la mayoría no puede interac- 
tuar productivamente con los productos MEC del huésped. Recuér- 
dese que el procesamiento del antígeno y la presentación son procesos 
constitutivos, y que en el timo, donde tiene lugar la selección de even- 
tos, todas las moléculas MHC propias se encuentran necesariamente 
Ocupadas con péptidos derivados de proteínas propias. Estas combina- 
ciones de complejos de péptidos propios con moléculas MHC clase 1 y 


moléculas MCH clase II constituyen el modelo sobre el cual el grupo 
inicial de receptores de linfocitos T debe ser calibrado. 

Los linfocitos T generadas con receptores que no pueden unirse 
a MHC propias son inútiles. Dichos linfocitos T no podrán percibir 
señales de supervivencia a través de los receptores de linfocito T 
recientemente generados y morirán. En el otro extremo, se encuen- 
tran los linfocitos T dotados de receptores que muestran un ajuste 
perfecto al complejo MHC propio con un péptido en particular. Es- 
tos linfocitos T, si se les permite abandonar el timo y residir en los 
órganos linfoides periféricos, serán por definición autorreactivos y 
podrán causar autoinmunidad. Si el número de dichas combina- 
ciones de MHC con péptidos propios sobrepasa un límite suficien- 
temente alto como para activar los receptores T, esos linfocitos T 
recibirán instrucciones de morir en el timo por apoptosis, el destino 
final de la gran mayoría de los linfocitos que ingresan y se expanden 
en el timo. Esto se denomina selección negativa y sirve para limpiar 
el repertorio de linfocitos T extremadamente autorreactivos. Cual- 
quier linfocito T equipado con un receptor que percibe señales lo 
suficientemente fuertes como para permitir su supervivencia pero 
por debajo del límite que le impulsa a realizar apoptosis, recibirá 
una señal de supervivencia y será seleccionado positivamente. La 
heterogeneidad de los complejos péptido-MHC presentados en la 
superficie de los linfocitos T y sometidos a selección, hace que sea 
altamente probable que el receptor de linfocito T interprete la señal 
no solo de modo cualitativo (fuerza, duración), sino también adi- 
tivo: la suma de energías de unión en las diferentes combinaciones 
de péptidos propios MHC que se presentan ayuda a determinar el 
resultado de la selección. Esto se denomina modelo de avidez de se- 
lección de linfocitos T. 

Los linfocitos T son eliminados por apoptosis solo si un antí- 
geno propio y apropiado es presentado adecuadamente en el timo 
como un complejo péptido-MHC. Las proteínas que son expresa- 
das específicamente en tejidos, como la insulina en las células B del 
páncreas o los componentes de la vaina de mielina en el sistema 
nervioso, no entran en esta categoría. Sin embargo, un factor de- 
nominado AIRE (regulador autoinmunitario, autoimmune regula- 
tor) permite la expresión en un subconjunto de células epiteliales 
de dichos antígenos de órganos específicos. Aún no se sabe cómo el 
AIRE logra dicha tarea, pero se sospecha que regula directamente 
la transcripción de genes relevantes en el timo y en sitios selectores 
de órganos linfoides secundarios. Defectos en el AIRE conducen a 
una falla en la expresión de estos antígenos de órganos específicos 
en el timo. En los individuos que no expresan AIRE, el desarrollo 
de los linfocitos T falla en recibir las instrucciones completas en el 
timo que conducen a la eliminación de linfocitos T potencialmen- 
te autorreactivos. En consecuencia, estos individuos presentan un 
desconcertante número de respuestas autoinmunitarias, causando 
daños en los tejidos y enfermedades. 

El reordenamiento de TCR ocurre en coincidencia con la ad- 
quisición gradual de los correceptores CD4 y CD8. Un interme- 
diario clave en el desarrollo de los linfocitos T es un timocito que 
expresa CD4 y CD8, como también el complejo funcional TCR- 
CD3. Estas células se denominan doble positivas (CD4CD8+) y se 
encuentras solo como intermediarias del desarrollo en el timo. La 
elección de qué correceptor se expresa (CD4 o CD8) determina si 
el linfocito T reconocerá las moléculas MHC de clase 1 o las molé- 
culas de MHC de clase 11. Todavía no se ha resuelto por completo 
cómo una célula CD4CD8+ recibe instrucciones para convertirse 
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FIGURA 23-30 Comparación del desarrollo de linfocitos B y linfocitos T. 
Las decisiones de destino celular son ejecutadas por receptores compuestos 
de cadenas u reordenadas (pre-BCR) o de la cadena f reordenada (pre- 

TCR). Los receptores de células pre-B y de células pre-T cumplen funciones 
similares: la expansión de las células que hayan sufrido reordenamientos 
exitosos y exclusión alélica. Esta fase de desarrollo del linfocito no requiere 
reconocimiento de antígeno específico. Ambos, los pre-BCR y pre-TCR, 
incluyen subunidades únicas a cada receptor y que se encuentran ausentes en 
los receptores antígeno específicos en linfocitos maduros: VpreB y AS (naranja, 


en un linfocito T CD8 (restringido a MCH clase 1) o un linfocito T 
CDA (restringido a MHC clase 11). 


Los linfocitos T requieren dos tipos de señales para 
una activación completa 


Todos los linfocitos T requieren una señal a través de su receptor 
antígeno específico, el TCR, para su activación, pero esto no es su- 
ficiente: el linfocito T también necesita señales coestimuladoras. 
Para percibirlas, los linfocitos T deben llevar en su superficie va- 
rios receptores diferentes, de los cuales el de la molécula CD28 es el 
ejemplo mejor conocido. CD28 interactúa con CD80 y CD86, dos 
glucoproteínas de superficie en las células presentadoras de antíge- 
no con las cuales interactúan los linfocitos T. La expresión de CD80 
y CD86 es regulada corriente arriba cuando estas células presenta- 
doras de antígenos han recibido las señales estimuladoras apropia- 
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verde) en pre-BCR; pre-Ta: (azul) para pre-TCR. Al completarse la fase de 
expansión, comienza la expresión génica que codifica la subunidad remanente 
del receptor antígeno específico: la cadena ligera lg (celeste) para BCR; la 
cadena TCR az (rojo claro) para TCR. El desarrollo del linfocito y la diferenciación 
ocurren en sitios anatómicos distintos, y solo los receptores específicos 

de antígeno completamente ensamblados (BCR, TCR) pueden reconocer 
antígenos. Los linfocitos maduros dependen estrictamente del reconocimiento 
de antígeno para su activación. 


das, por ejemplo, por unión con los receptores tipo Toll (TLR). Las 
señales entregadas a través de CD28 sinergizan con las emanadas 
por el receptor de linfocito T, y todas ellas son necesarias para una 
activación completa (Fig. 23-31). 


Una vez que los linfocitos T son activados 
> 


Señalización 
vía TCR 
(Señal 1) 


CD28 en el 
linfocito T 
interactúa con 
CD80, CD86 en 
APC (Señal 2) 


Inducción 
de CTLA4 


Circuito 
autocrino 


2 
0) 


Activación y 
proliferación 
de linfocito T 


CTLA4 es 
reclutado a 
la superficie 


4 


CTLA4 desplaza 
a CD28, finaliza 
la respuesta 


Los linfocitos T citotóxicos portan el correceptor 
CD8 y están especializados en matar 


Como hemos visto, los linfocitos T citotóxicos por lo general portan el 
marcador de la glucoproteína CD8 y se encuentran restringidos en su 
reconocimiento a las moléculas MEC clase 1. Matan células diana que 
exhiben las combinaciones apropiadas de péptidos-MHC y lo realizan 
con una sensibilidad exquisita: un único complejo péptido-MHC per- 
mite cebar a un linfocito T CD8 para matar a esa célula que lo porte. 


FIGURA 23-31 Las señales involucradas en la activación del linfocito T 
y la finalización. Los dos modelos de activación de linfocito T involucran el 
reconocimiento de un complejo MHC-péptido por el receptor de linfocito T, el 
cual constituye la Señal 1 (paso MI), junto con el reconocimiento de rnoléculas 
coestimuladoras (CD80, CD86) en la superficie de la célula presentadora de 
antígeno, que constituye la Señal 2 (paso BJ). Si no existe la coestimulación, el 
linfocito T deja de responder (anergia). La provisión de ambas señales, Señal 

1 vía los receptores de linfocito T y Señal 2 vía la unión de CD80 y CD86 por 
CD28, permite una activación completa. La activación completa conduce a 
un incremento en la expresión de CTLA4 (paso EJ). Después de moverse hacia 
la superficie del linfocito T CTLA4 se une a CD80 y CD86, lo que conduce a 
una inhibición de la respuesta de linfocito T (paso EY). Dado que la afinidad de 
CTLA4 por CD80 y CD86 es mayor que la de CD28, la activación de linfocito T 
eventualmente finaliza. 


El mecanismo de destrucción de los linfocitos T citotóxicos invo- 
lucra dos clases de proteínas que actúan en sinergia: las perforinas y las 
granzimas (Fig. 23-32). Las perforinas, que exhiben homología con los 
componentes terminales de la casada del complemento que configuran 
el complejo de ataque a membrana, forman poros de hasta 20 nm a 
través de la membrana a la cual atacan. La destrucción de la barrera de 
permeabilidad, que conduce a la pérdida de electrolitos y otros solutos 
pequeños, contribuye a la muerte celular. Las granzimas son entregadas 
y se presume que ingresan en la célula diana, probablemente a través 
de los poros generados por la perforina. Las granzimas son serina pro- 
teasas que activan a las caspasas efectoras y así impulsan a la célula 
diana mediante una vía programada de muerte celular (apoptosis). Las 
perforinas y las granzimas se encuentran empaquetadas en gránulos 
citotóxicos, almacenados dentro de linfocitos T citotóxicos. Después de 
la unión del receptor de linfocito T al antígeno, los gránulos citotóxicos 
y sus componentes son liberados hacia la hendidura formada entre la 
linfocito T citotóxico y la célula diana. Todavía se desconoce cómo el 
linfocito T evita morirse durante la liberación de granzimas y perfo- 
rinas a la hendidura sináptica. Las células NK (natural killer) también 
ejercen actividad citotóxica y, de modo similar, utilizan perforinas y 
granzimas para eliminar las células diana (véase Fig. 23-5). 


Los linfocitos T producen una colección de citocinas 
que proporcionan señales a otras células del 
sistema inmunitario 


Muchos linfocitos y células no linfoides en tejidos linfáticos producen 

citocinas. Estas pequeñas proteínas secretadas instruyen a los linfocitos, 

a través de la unión a receptores específicos en la superficie de estos, e 
inician un programa de transcripción que permite al linfocito prolife- 

rar o, bien, diferenciarse en una célula efectora lista para ejercer acti- 
vidad citotóxica (linfocito T CD8), actividad helper (linfocito T CD4) 
o actividad de secreción de anticuerpos (linfocito B). Las citocinas que 
son producidas por leucocitos o que actúan primariamente en ellos son 
denominadas interleucinas (IL); desde el punto de vista molecular, se 
han reconocido y caracterizado al menos 32 interleucinas. Aquellas re- 
lacionadas estructuralmente son reconocidas por receptores afínes con 
similitudes estructurales; en particular, el receptor de interleucina 2 es 
un ejemplo bien caracterizado. La interleucina 2 (IL-2) fue identificada 
como un factor de crecimiento de linfocitos T y es una de las primeras 
citocinas producidas cuando los linfocitos T son estimulados. La IL-2 
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FIGURA 23-32 Los linfocitos T citotóxicos matan utilizando perforinas 
y granzimas. Después de reconocer la célula diana (paso HN, los linfocitos 

T citotóxicos forman un contacto antígeno específico con dicha célula. El 
contacto estrecho resulta de la formación de una hendidura sináptica, hacia 

la cual son liberados los contenidos de los gránulos citotóxicos (paso BJ). Los 
contenidos de estos gránulos incluyen perforinas y granzimas. Las perforinas 
forman poros en la membrana a la cual se adsorben, y las granzimas son serina- 


actúa como un factor de crecimiento autocrino y conduce la expansión 


clonal en los linfocitos T activados. 

La interleucina 4 (IL-4), producida por los linfocitos T CD4 espe- 
cializados en proporcionar ayuda a los linfocitos B (se analiza luego), 
induce la proliferación de linfocitos B activados y a que estos se some- 
tan a conmutación de clase y a hipermutación somática. La interleuci- 
na 7 (IL-7), producida por las células estromáticas en la médula ósea, 
es esencial para el desarrollo de linfocitos T y B desde sus precursores. 
Ambas, IL-7 e IL-5, tienen un papel importante en el mantenimiento 
de linfocitos T en la forma de células de memoria, que son aquellas 
que han experimentado un antígeno y pueden ser convocadas en el 
caso de que ocurra una nueva exposición al antígeno. Estos linfocitos 
T de memoria pueden proliferar rápidamente y combatir al intruso. 
Las interleucinas IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-15 tienen una subunidad 
en común para la transducción de señales, la cadena y común (y,) con 
subunidades Ol (IL-2 e IL-15) y subunidades $ (interleucinas IL-2, IL- 
4, IL-7, IL-9 e IL-15) que proporciona la especificidad al ligando. Los 
defectos genéticos en y, resultan en una falla casi total en el desarrollo 
de linfocitos; esto ilustra la importancia de dichas citocinas no solo 
durante la fase efectora de la respuesta inmunitaria, sino también en 
el curso del desarrollo de linfocitos, donde IL-7 en particular tiene 


un papel central. 
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proteasas que ingresan a través de los poros de perforinas (paso EJ). Se cree 
que las perforinas no actúan solamente en la superficie de células diana, sino 
también en la superficie de los componentes endosomáticos de las células 
diana después de que las moléculas de perforinas han sido internalizadas 
desde la superficie celular (paso EJ). Una vez en el citoplasma, las granzimas 
activan las caspasas, que inician la muerte celular programada (paso EJ). 


El mecanismo de transducción de señales por el receptor de citoci- 
na a través de la vía JAK7STAT se describe en el Capítulo 16 (véase Fig. 
16-1 para una revisión rápida). Entre los múltiples genes que controlan 
la vía STAT se encuentran los supresores de la señalización de citocina, 
o las proteínas SOCS. Estas proteínas son inducidas por citocinas, se 
unen a la forma activada de JAK y e inducen su degradación proteosó- 
mica (véase Fig. 16-14b). 


Los linfocitos T CD4 se dividen en tres grandes 
clases según su producción de citocinas y la 
expresión de marcadores de superficie 


A me principal de los linfocitos T CD4 es proporcionar asistencia 
Mea pa B y guiar su diferenciación a Células plasmáticas que 
a a de alta afinidad. Esta función, llevada a cabo por 
nas, como bién De a dele producción y la secreción de citoci- 
linfocito B al que se le nó directo entre el linfocito T CDA y el 
Va szando tipo E a la ayuda. 

ies nfocito Y CDA tiene como función principal 
at shandn que contribuyen a establecer un ambiente in- 

efinido múltiples tipos de linfocitos T CD4 basados 


en las citocinas que producen y en sus propiedades funcionales. Mien- 
tras que todos los linfocitos T activados pueden producir IL-2, otras 
citocinas solo pueden ser producidas por algunos subconjuntos par- 
ticulares de linfocitos T CD4. Estos linfocitos T CD4 son clasificados 
como linfocitos T,,1, caracterizados por la producción del interferón 
y y TNF, y los linfocitos T,,2, caracterizados por la producción de IL-4 
e IL-10. Los linfocitos T,,1, a través de la producción de JEN,, pueden 
activar macrófagos y estimular la respuesta inflamatoria. Los linfocitos 
Tigo denominados también linfocitos T inflamatorios, tienen además 
un papel importante en la producción de anticuerpos y facilitan no- 
tablemente la producción de anticuerpos fijadores de complemento 
como IgG] e 18G3. Los linfocitos T;,2, mediante la producción de 1L-4, 
tienen un papel importante en las respuestas de linfocitos B que invo- 
lucran conmutación de clase a los isotipos 1gG1 e IgE (se analiza luego). 
La combinación de citocinas producidas por los linfocitos T CDA, y la 
interacción entre la proteína CD40 inducida por los linfocitos T activa- 
dos con el ligando CD40 (CD40L) en linfocitos B, es responsable de la 
actividad de desaminasas inducidas por activación, y así prepara a los 
linfocitos B para la conmutación de clase y la hipermutación somática. 

Subgrupos recientemente descubiertos de linfocitos T CD4 inclu- 
yen los linfocitos T reguladores y los T,,17. Los cebadores pueden redu- 
cir la respuesta inmunitaria al ejercer un efecto supresor sobre la pro- 
ducción de citocinas de otros linfocitos T. Estos linfocitos T reguladores 
contienen la actividad de los linfocitos T potencialmente autorreactivos 
y son importantes en el mantenimiento de la tolerancia (la ausencia de 
una respuesta inmunitaria a los autoantígenos). Los Th17 son impor- 
tantes en la defensa del huésped contra las bacterias y también juegan 
un papel en la enfermedad autoinmunitaria. 


Los leucocitos se mueven en respuesta a señales 
quimiotácticas que proporcionan las quimiocinas 


Las interleucinas informan a los linfocitos qué hacer a través de un 
programa trasncripcional que les permite adquirir funciones efec- 
toras especializadas. Por otra parte, las quimiocinas informan a los 
leucocitos hacia dónde deben dirigirse. Muchas células emiten seña- 
les quimiotácticas en la forma de quimiocinas. Cuando ocurre daño 
en algún tejido, los fibroblastos residentes producen una quimioci- 
na, la IL-8, que atrae a los neutrófilos al sitio dañado. La regulación 
del tráfico de linfocitos dentro de los ganglios linfáticos es esencial 
para que las células dendríticas puedan atraer linfocitos T y para 
que estos se encuentren con los linfocitos B. Estos pasos son contro- 
lados por quimiocinas. 
Existen aproximadamente 40 quimiocinas distintas y más de 
una docena de receptores de quimiocinas. Una quimiocina puede 
unirse a más de un receptor, y un receptor puede unirse a varias 
quimiocinas diferentes. Esto crea la posibilidad de generar un có- 
digo de combinación de señales quimiotácticas de gran compleji- 
dad. Este código se utiliza para permitir la navegación de leucocitos 
desde el sitio donde son generados, en la médula espinal, hacia el 
torrente sanguíneo para ser transportados a destino. 
Algunas quimiocinas guían a los linfocitos a abandonar la circu- 
lación y a residir en los Órganos linfoides. Esta migración contribuye 
a poblar los órganos linfoides con el conjunto necesario de linfoci- 
tos. Debido a que todos estos movimientos ocurren con normalidad 
estas quimiocinas son denominadas qui- 


en el desarrollo linfoide, 
nen como objetivo el 


miocinas homeostáticas. Las quimiocinas que tie 


reclutamiento de leucocitos a sitios de inflamación y daño de tejido 
se denominan quimiocinas inflamatorias. 

Los receptores de quimiocinas son receptores acoplados a proteínas 
G que funcionan como un paso esencial en regular de adhesión celular 
y en la migración celular. Los leucocitos que viajan a través de los vasos 
sanguíneos lo hacen a altas velocidades y se encuentran expuestos a 
grandes fuerzas hidrodinámicas. Para que Un leucocito pueda atravesar 
el endotelio y residir en un ganglio linfático o encontrar un sitio de in- 
fección en un tejido, primero debe disminuir la velocidad, un proceso 
que requiere la interacción de receptores de superficie, denominados 
selectinas, con sus ligandos, que son en su mayoría hidratos de carbo- 
no. Si se encuentran quimiocinas en la proximidad, son adsorbidas a la 
matriz extracelular, y si el leucocito tiene el receptor para esa quimioci- 
na, genera una señal que le permite a la integrina transportada por ese 
leucocito sufrir un cambio conformacional. Este cambio resulta en un 
incremento de la afinidad de la integrina por su ligando y genera una 
firme captura y la detención del leucocito. El leucocito puede entonces 
salir del vaso sanguíneo a través de un proceso denominado extravasa- 


ción (véase Fig. 20-39). 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 23.5 


Células T: receptores y desarrollo 


« Los receptores de células T antígeno específicos son proteínas dimé- 
ricas que consisten de subunidades o. y B o subunidades y y 6. Existen 
al menos dos clases principales de linfocito T, según la expresión de 
correceptores glucoproteicos CD4 y CD8 (véase Pig. 23-27). 


« Las células que utilizan moléculas MHC clase 1 como elementos 
de restricción tienen CD8, aquellas que utilizan las moléculas MHC 
clase 11 portan CDA. Estas clases de linfocitos T son funcionalmente 
distintos: los linfocitos T CD8 son citotóxicos; los linfocitos T CD4 
proporcionan ayuda a los linfocitos B y son una fuente importante 
de citocinas. 


« Los genes que codifican las subunidades TCR son generados por re- 
combinación somática de segmentos V y J (cadena (1) y de segmentos 
V, D y J (cadena f); su reordenamiento obedece las misas reglas que 
aquellas para los genes lg en linfocitos B (véase Fig. 23-28). Los reor- 
denamientos de genes TCR ocurren en el timo y solamente en aquellas 
células destinadas a convertirse en linfocitos T. 


* Un receptor de linfocito T completo incluye un complejo accesorio 
CD3, que se requiere para la transducción de señales. Cada subunidad 
del complejo CD3 porta en su cola citoplasmática uno de los tres domi- 
nios de ITAM; cuando se encuentran fosforilados, estos ITAM reclutan 
moléculas accesorias involucradas en la transducción de señales (véase 
Fig. 23-29). 


+ En el curso del desarrollo del linfocito T, el loci Pf TCR se reordena 
primero y codifica una subunidad funcional [$ que es incorporada al 
pre-TCR, que también incluye una subunidad pre-TCR especializada 
y codificada por genes no reordenados (véase Fig. 23-30). Similar al 
pre-BCR, el pre-TCR media la exclusión alélica y la proliferación de 
aquellas células que han realizado satisfactoriamente el reordenamien- 
to TCR f. 
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: Los linfocitos T destinadas a convertirse en linfocitos T CD8 deben 
interactuar con moléculas MHC clase 1 en el curso de su desarrollo; 
aquellas que se convertirán en linfocitos T CD4 deben interactuar con 
moléculas MHC clase 11. Los linfocitos T en desarrollo que no logren 
reconocer ninguna molécula de MHC morirán por falta de señales de 
supervivencia. Los linfocitos T que interactúen muy fuertemente con 
los complejos MHC-péptidos con los que se encuentren durante su 
desarrollo también recibirán instrucciones para morir (selección nega- 
tiva); aquellos a las que tengan afinidad intermedia por los complejos 
MHC-péptidos se les permitirá madurar (selección positiva) y serán 
exportados desde el timo hacia la periferia. 


* Los linfocitos T recibirán instrucciones acerca del lugar hacia dón- 
de dirigirse (migración celular) a través de señales quimiotácticas en 
forma de quimiocinas. Los receptores para quimiocinas son receptores 
acoplados a proteínas G que muestran cierta promiscuidad en términos 
de su unión a quimiocinas. La complejidad de la familia de receptores 
quimiocina-quimiocina permite una regulación precisa del tráfico de 
leucocitos, dentro de los órganos linfáticos y también en la periferia. 


23.6 La colaboración de las células del sistema 
inmunitario en la respuesta adaptativa 


Una respuesta inmunitaria adaptativa efectiva requiere la presencia de 
linfocitos B, linfocitos T y células presentadoras de antígeno. Para que 
los linfocitos B realicen conmutación de clase e hipermutación (los re- 
quisitos para la producción de anticuerpos de alta afinidad), requieren 
ayuda de linfocitos T activados. Estos linfocitos T pueden ser activados 
solamente por células presentadoras de antígenos profesionales, como 
lo son las células dendríticas, que detectan invasores utilizando sus re- 
ceptores tipo Toll (TLR) y otros receptores reconocedores de patrones, 
como las lectinas tipo C que pueden reconocer determinantes polisa- 
cáridos y de hidratos de carbono. La interacción entre los componen- 
tes del sistema inmunitario innato y adaptativo es entonces un aspecto 
muy importante de la respuesta adaptativa. Esta naturaleza de capas 
entretejidas de la inmunidad innata y adaptativa asegura una respuesta 
rápida y temprana con un valor de protección inmediato y también 
prepara al sistema inmunitario adaptativo para una respuesta especí- 
fica en caso de que el invasor persista. En esta sección describiremos 
cómo se activan estos variados elementos y cómo interactúan los tipos 


celulares más relevantes. 


Los receptores tipo Toll distinguen una gran 
variedad de patrones macromoleculares derivados 


de patógenos 


Una parte importante de las defensas innatas es su habilidad para 
detectar inmediatamente la presencia de invasores microbianos y 
responder a ella. Esta respuesta incluye la eliminación directa del 
invasor, pero también prepara al huésped mamífero para una res- 
puesta inmunitaria adaptativa apropiada, en particular a través de 
la activación de células profesionales presentadoras de antígenos. 
Las células presentadoras de antígenos se encuentran a lo largo del 
epitelio (vías aéreas, tubo digestivo, aparato genital), donde es más 
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Toll contiene un dominio responsable del reclutamiento de proteínas 
adaptadoras que permiten la transducción de señales. Las vías de se- 
ñalización producidas por los receptores tipo Toll comparten muchos 
componentes (y resultados) con aquellas utilizadas por las citocinas 
IL-1 (Fig. 23-33). 

La proteína Toll de la Drosophila interactúa con su ligando, 
Spaetzle, que es un producto de la conversión proteolítica iniciada 
por componentes de la pared celular de los hongos que depredan a 
la Drosophila. En la mosca, la activación de Toll desata una cascada 
de señalización que, en última instancia, controla la transcripción 
de genes que codifican péptidos antimicrobianos. Aunque en un 
principio se consideraba como una cascada que controlaba el desa- 
rrollo temprano en la Drosophila, se ha vuelto claro que las vías Toll 
también controlan la inmunidad en insectos. El receptor activado 
en superficie se comunica con el aparato transcripcional a través 
de una serie de proteínas adaptadoras que activan cinasas corriente 
abajo, interpuestas entre el receptor tipo Toll y los factores de trans- 
cripción que son activados mediante su señalización. Un paso clave 
es la degradación proteosómica dependiente de la ubicuitina en la 
proteína Cactus. Su eliminación permite a la proteína Dif ingresar 
en el núcleo e iniciar la transcripción. Esta vía es sumamente homó- 


loga en su operación y composición estructural a la vía NF-kb en 
mamíferos (véase Fig. 16-34). 
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conocimiento de todos los componentes del envoltorio microbiano 
ocurre en la superficie celular. 

Un segundo conjunto de receptores tipo Toll, TLR3, TLR 7 y TLR 
9, detecta la presencia de ácidos nucleicos derivados de patógenos. No 
lo realizan en la superficie celular, sino dentro de los compartimentos 
endosomales donde se localizan estos receptores. El DNA de mamí- 
feros se encuentra metilado en varios dinucleótidos CpG, mientras 
que por lo general el DNA microbiano carece de dicha modificación. 
El TLRI es activado por DNA microbiano que contiene CpG no me- 
tilado. De modo similar, moléculas de RNA de cadena doble que se 
encuentran presentes en algunas células infectadas por virus produ- 
cen la activación de TLR3. Finalmente, el TLR7 responde a la pre- 
sencia de ciertas hebras simples de RNA. Así, el conjunto completo 
de TLR en mamíferos permite el reconocimiento de una variedad de 
macromoléculas que son diagnósticas para la presencia de patógenos 
bacterianos, virales y micóticos. 

Recientemente se ha descrito una variedad de receptores intra- 
celulares de RNA y DNA que reconocen RNA viral y son ad 
ralmente distintos de los TLR. La lista de receptores citoplasmáticos 
capaces de reconocer DNA, tanto del patógeno como del huésped, 
continúa creciendo. Muchos de estos receptores participan en el en- 
samblado de una estructura denominada inflamasoma (Fig. 23-34), 
cuya función principal es la de convertir la procaspasa-1 para activar 
la caspasa-1. La caspasa-1 es una proteasa que convierte prolL-1b en 
el componente activo IL-1f, una citocina que genera una fuerte res- 
puesta inflamatoria. Los componentes centrales de los inflamasomas 
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FIGURA 23-33 Activación de los receptores tipo Toll. La 
porción extracelular de los TLR reconoce ligandos de diversas 
naturalezas químicas (ácidos nucleicos, lipopolisacáridos). La 
porción citoplasmática de los TLR se asocia con la molécula 
adaptadora MyD88, presente en seis copias por complejo, y 
recluta dos tipos de cinasas, ambas miembros de la familia 

IRAK. Estas interacciones entre complejos son mediadas por los 
dominios homólogos al receptor tipo Toll/IL-1f (TIR) y dominios 
de muerte (DD), como se indica en la Íigura. Se refiere al complejo 
ensamblado en el lado citoplasmático como el Midosoma. 
(Adaptado de J. Y. Kang y ).-O. Lee, 2011, Ann. Rev. Biochem. 80:917) 
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sin proteínas con repeticiones ricas en leucinas, miembros de la fami- 
lia de proteínas inhibidoras neuronales de la apoptosis (NALP, neu- 
ronal inhibitors of apoptosis) y de las proteínas NOD, denominadas 
así por la presencia de un dominio de oligomerización de unión a 
nucleótidos. Ipaf-1, una proteína relacionada con la molécula Apaf-1 
involucrada en la apoptosis (véase Cap. 21), permite el reclutamiento 
de un adaptador, ASC, para mediar la formación del complejo con 
procaspasa-1. Esto posibilita la conversión de prolL-18 a IL-1f8. Mu- 
chas sustancias, aparentemente no relacionados, pueden inducir el 
ensamblaje y activación del inflamasoma, incluyendo sílice, cristales 
de ácido úrico y partículas de amianto. En concordancia, la inhibi- 
ción de la cascada de señalización del inflamasoma, o el bloqueo del 
receptor IL-1f, ha demostrado ser una promesa terapéutica para una 
variedad de enfermedades inflamatorias. 


Cascada de señalización de TLR Como se muestra en la Figura 
23-33, la unión de receptores tipo Toll en mamíferos conduce al 
reclutamiento de la proteína adaptadora MyD88, que luego permi- 
te la unión y activación de IRAK (cinasa interleucina 1 asociada a 
receptor). Después que IRAK fosforila el factor 6 TNG asociada a 
receptor (TRAF6), varias cinasas comienzan su actividad y esto con- 
duce a una liberación de NF-kB activo, un factor de transcripción, 
para su translocación desde citoplasma hacia el núcleo, donde NF- 
KB activa varios genes diana (véase Fig. 16-35). Estos genes diana 
incluyen aquellos que codifican IL-18 e IL-6, que contribuyen a la 
inflamación, como también los genes para el factor de necrosis tu- 
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FIGURA 23-34 El inflamasoma. El inflamasoma es una estructura que 
detecta la presencia de ácidos nucleicos derivados del patógeno en el 
citoplasma y también puede ser activado por otras señales de peligro, 
incluyendo materia en partículas como cristales de ácido úrico o incluso 
amianto. Existen casi dos docenas de proteinas que pueden participar en 
la formación de estos complejos para producir inflamasomas de diferente 
composición. Dos de ellas se representan de modo esquemático. En última 
instancia, el inflamasoma completamente ensamblado activa a la caspasa-1, 
una enzima que convierte proll-1f a su forma activa, IL-18. NALP3 = un 
miembro de la familia de proteínas caracterizada por la presencia de NACHT, 
LRR y los dominios PYD; ASC = proteína tipo partícula asociada a apoptosis 
contenedora del dominio de reclutamiento de caspasa. (Adaptado de htip//www.unil. 
ch/webdav/site/ib/shares/Tschopp/Fig_ 1.JT.,pg.) 


moral (TNF) e IL-12. También se activa la expresión de interferones 
tipo I, pequeñas proteínas con efectos antivirales, en respuesta a la 


señalización de TLR. 
Las respuestas celulares a la señalización de TLR son diversas. 


Para las células presentadoras de antígenos, estas respuestas inclu- 
yen no solo la producción de citocinas, sino también la regulación 
corriente arriba de moléculas coestimuladoras, que son proteínas 
de superficies importantes para la activación completa de linfoci- 
tos T sin experiencia previa. Las señalizaciones de TLR permiten 
a las células dendríticas migrar desde el lugar donde encuentran 
al patógeno hacia los drenajes del ganglio linfático, donde pueden 
interactuar con linfocitos sin experiencia previa. No todos los re- 
ceptores tipo Toll activados evocan una respuesta idéntica. Cada 
TLR activado controla la producción de un conjunto particular de 
citocinas por células dendríticas. Por cada TLR activado, la combi- 
nación de proteínas de superficie y el perfil de citocinas inducido 
por dicho TLR crea así un fenotipo único para la célula dendrítica 
activada. La identidad del microbio encontrado determinara el pa- 
trón de los TLR que serán activados. Esto, luego moldeará las vías 
de diferenciación de las células dendríticas activadas en términos 
de las citocinas producidas, las moléculas presentadas en superfi- 
cie y las señales quimiotácticas a las cuales responden las células 
dendríticas. El modo de activación de una célula dendrítica, y las 
citocinas que produce en respuesta a ello, crea un microambiente 
único en el cual los linfocitos T se diferencian. Aquí adquieren las 
características requeridas para combatir el agente infeccioso que 


activó TLR en primer lugar. 
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profesional presentadora de antígeno con yn patógeno resulta en su 
migración desde el drenaje del ganglio linfático e estado que es 
totalmente capaz de activar linfocitos T sin experienera preyaa. El an- 
tígeno es presentado en forma de complejos MHC-péptido, las mo- 
léculas coestimuladoras se encuentran abundantemente presentes y 
las citocinas son producidas para asistir en el programa apropiado de 
diferenciación para activar los linfocitos T. 

Las células dendríticas cargadas de antígeno se unen a linfoci- 
tos T antígeno específicas, las cuales responden proliferando y dife- 
renciándose. Las citocinas producidas en el curso de esta reacción 
determinan si el linfocito T CD4 de polarizará hacia un fenotipo 
inflamatorio o hacia uno helper. Si la unión ocurre a través de las 
moléculas MHC clase 1, se puede desarrollar un linfocito T CD8 de 
un precursor de linfocito T citotóxico para activar completamente 
el linfocito T citotóxico. Los linfocitos T activados son móviles a 
través del ganglio linfático, preparándose para su encuentro con los 
linfocitos B, o bien para ingresar a la circulación a través de los va- 
sos, abandonar el ganglio linfático y ejecutar funciones efectoras en 
algún otro lugar del cuerpo. 
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hara generar anticuerpos de alta afinidad, que son mejores en su 
unión al antígeno y en la neutralización de patógenos, los linfocitos 
B requieren asistencia de los linfocitos T. Entonces, la activación de 
linfocitos B requiere de una fuente de antígenos para activar el re- 
ceptor de linfocito B y la presencia de linfocitos T activados que sean 
antígeno específicos. Los antígenos solubles alcanzan el ganglio lin- 
fático a través de aferentes linfáticos (véase Fig. 23-6). El crecimiento 
bacteriano es acompañado por la liberación de 
como antígenos. Si la infección es acom 
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eliminación de las bacterias y la liberació 
bacterianas, 


productos que sirven 
pañada de destrucción local 
| complemento resulta en la 


ue tambié n concomitante de proteínas 
dd e . Y3 
q ¡En son transportadas hacia los drenajes linfá- 


ticos. Los antígenos modificados por el complemento son más efecti- 
vos en la activación de linfocitos B a través de la unión con receptores 
de linfocito E complementarios, que sirven de correceptores para el 
receptor de linfocito B. Las linfocitos B que adquieren el antígeno 
mediante sus receptores de linfocito B internalizan el complejo in- 
munitario y lo procesan para su presentación a través de la vía MCH 
clase 11. Las IniocIios B que han experimentado el antígeno convier- 
bl roda al antígeno adquirido por BCR en un llamado de los 
linfocitos E helper, en forma de complejo MHC-péptido clase II (Fig. 
23-35). Nótese que el epítopo reconocido por el receptor del linfocito 
B puede qee bastante distinto del péptido que luego se presentará en 
la superficie asociado con la molécula MHC clase 11. Mientras que el 
Epitopo del linfocito B y el péptido clase 11 presentado (un epítopo de 
linfocito T) se encuentren físicamente unidos, se podrá iniciar una 
diferenciación exitosa de linfocito B. 

El concepto de reconocimiento por unión explica por qué exis- 
te un tamaño mínimo de moléculas que pueden ser utilizadas para 
generar exitosamente una respuesta de anticuerpos de alta afinidad. 
Estas moléculas deben cumplir con varios criterios: deben contener 
un epítopo detectable por receptores de linfocito B, sufrir endocitosis 
y proteólisis, y un fragmento proteolisado de la molécula debe unirse 
a las moléculas MHC clase 11 disponibles para ser presentadas al com- 
plejo MHC-péptido tipo II, que servirá como una llamada para los 
linfocitos T helper. Por esta razón, los péptidos sintéticos utilizados 
para generar anticuerpos son conjugados para portar proteínas que 
mejoren su inmunogenicidad, donde dichas proteínas sirven como 
fuente de péptidos para la presentación a través de productos MHC 
clase II. Solo mediante el reconocimiento de estos complejos MCH- 
péptidos clase II a través del receptor de linfocito T es que los linfoci- 
tos T pueden proporcionar la ayuda necesaria a los linfocitos B para 
seguir su curso completo de diferenciación. 

Este concepto se aplica de igual modo a los linfocitos B capaces 
de reconocer modificaciones particulares en proteínas o péptidos. 
Los anticuerpos que reconocen las formas fosforiladas de las cinasas 
son usualmente generados por inmunización de animales experi- 
mentales con el péptido fosforilado en cuestión, conjugado con una 
proteína transportadora. Un linfocito B apropiadamente específico 
reconoce el sitio fosforilado del péptido de interés, internaliza el 
péptido fosforilado y su proteína transportadora y genera un con- 
junto complejo de péptidos por proteólisis endosomal de la proteína 
transportadora. Entre estos péptidos debería existir al menos uno 
capaz de unirse a las moléculas MHC clase II que porta el linfocito 
B para lograr una respuesta exitosa. Si el complejo MHC-péptido 
clase II es presentado apropiadamente en la superficie del linfocito 
B se convierte en la llamada de ayuda para los linfocitos T helper, 
especialmente linfocitos T CD4 equipados con receptores capaces de 
reconocer el complejo de molécula MHC clase II y el péptido deriva- 
do de la proteína transportadora. 

El linfocito T identifica, a través de su receptor tipo T, un linfocito 
B que conoce el antígeno por medio de los complejos MHC-péptidos 
clase II presentados en la superficie del linfocito B. El linfocito B tam- 
bién presenta moléculas coestimuladoras y receptores para citocinas 
producidas por los linfocitos T activados (p. ej., IL-4). Luego, estos 


linfocitos B proliferan. Algunos de ellos se diferencian en células plas- 


máticas, otros son reservados y se convierten en linfocitos B de me- 


moria. Los primeros tipos de anticuerpos que se producen siempre 
son IgM. La conmutación de clase hacia otros isotipos y la hipermu- 


tación somática (necesaria para la generación y selección de anticuer- 
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pos de alta afinidad) requieren de la persistencia del antígeno o de la 
exposición repetida a este. Además de las citocinas, los linfocitos B 
requieren de contacto célula a célula para iniciar la hipermutación 


somática y la conmutación de clase. Este contacto involucra a la pro- 


teína CDA0 en los linfocitos B y a la proteína CD40L en los linfocitos 


T. Estas proteínas son miembros de la familia del receptor TNF-TNE. 


La vacunación genera inmunidad protectora contra 
una variedad de patógenos 


pr Podría decirse que la aplicación más importante de los principios 

y inmunológicos son las vacunas, materiales diseñados para ser 
inocuos pero que pueden provocar una respuesta inmunitaria con el 
objetivo de proporcionar protección contra un ataque de la versión vi- 
rulenta del patógeno (Fig. 23-36). No siempre se sabe por qué dichas 
vacunas son tan exitosas, pero en muchos casos su habilidad para ele- 
var el número de anticuerpos que pueden neutralizar al patógeno (vi- 
rus) o mostrar efectos microbicidas (bacterias) son buenos indicadores 
de una vacunación exitosa. 

Varias estrategias pueden conducir a una vacunación exitosa. Las 
vacunas pueden estar compuestas por variantes vivas y atenuadas de 
patógenos más virulentos. El paso seriado de cultivos celulares o en- 
tre animales usualmente conduce a la atenuación, cuya base molecular 
todavía no es bien comprendida. La versión atenuada del patógeno ge- 
nera una forma leve de la enfermedad o no causa ningún síntoma. Sin 
embargo, por reclutamiento de todos los componentes del sistema in- 
munitario, dichas vacunas atenuadas pueden producir niveles protec- 
tores de anticuerpos. Estos niveles de anticuerpos pueden disminuir al 
avanzar la edad, y a veces es necesaria una repetición de la vacunación 
(inyecciones amplificadoras) para mantener una protección completa. 
Las vacunas atenuadas se usan contra la gripe, el sarampión, las pape- 
ras y la tuberculosis. En el último caso, se emplea una cepa atenuada 
del Mycobacterium que causa la enfermedad (el bacilo de Calmette- 
Guérin; BCG). A pesar de que hasta hace poco se utilizaban poliovirus 
atenuados como vacunas, se ha suspendido su uso debido al riesgo de 
la reemergencia de cepas más virulentas del poliovirus. 

Se han usado con éxito vacunas basadas en el virus de la viruela 
bobina, muy relacionado con el patógeno humano que causa la virue- 
la (ortopoxvirus de la viruela), para erradicar totalmente esta enfer- 
medad, y es el primer ejemplo de la eliminación de una enfermedad 
infecciosa. Los intentos por lograr una hazaña similar con la polio se 
encuentra cerca de alcanzar el éxito. 

El otro tipo principal de vacuna se denomina vacuna de subuni- 
dad. En lugar de utilizarse una cepa viva atenuada de una bacteria viru- 
lenta o virus, se usa uno solo de sus componentes para generar inmuni- 
dad. En algunos casos, esto es suficiente para producir una protección 
duradera contra una fuente viva y virulenta que genera el antígeno 
utilizado en la vacunación. Este método ha resultado exitoso para la 
prevención de infecciones contra el virus de la hepatitis B. Las vacunas 
comúnmente utilizadas contra la gripe están compuestas en su mayoría 
por las proteínas de la cubierta neuraminidasa y hemaglutinina (véase 
Fig. 3-10); estas vacunas generan anticuerpos neutralizantes. Del virus 
del papiloma humano HPV 16, un serotipo que causa cáncer de cuello 
uterino, se generan partículas similares a virus compuestas por proteí- 
nas virales pero que carecen de su material genético; estas partículas 
similares a virus no son infecciosas, pero sin embargo imitan al virión 
intacto. La vacuna contra el HPV ha recibido la autorización para su 
utilización en humanos y se espera que se logre reducir la incidencia 
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FIGURA 23-35 Se requiere la colaboración entre linfocitos T y linfocitos 
B para iniciar la producción de anticuerpos. /zquierda: activación de 
linfocitos T por medio de células dendríticas cargadas de antígeno (DC). 
Derecha: adquisición del antígeno y subsecuente activación por linfocitos B. 
Paso Il: las células presentadoras de antígenos profesionales (DC, linfocitos 

B) adquieren el antígeno. Paso El: el antígeno es internalizado, procesado y 
presentado a los linfocitos T. La activación de los linfocitos T ocurre cuando las 
células dendríticas presentan el antígeno a los linfocitos T. Paso EE! los linfocitos 
Tactivados se unen a los linfocitos B que tienen experiencia con el antígeno 

a través de los complejos MHC-péptidos que se encuentran en la superficie 
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FIGURA 23-36 Curso de tiempo de la infección viral. La respuesta 
antiviral inicial, detectada cuando el número de partículas infecciosas se 
eleva, incluye la activación de células natural killer (NK) y la producción de 
interferones tipo |. Estas respuestas son parte de las defensas innatas. Sigue 
luego la producción de anticuerpos, como también la activación de linfocitos 
T citotóxicos, y Analmente elimina la infección. Una reexposición al mismo 
virus conduce a una producción más rápida y pronunciada de anticuerpos y 
auna activación más rápida de los linfocitos T citotóxicos. Una vacuna exitosa 
induce una respuesta inmunitaria similar en algunos aspectos a la exposición 
inicial al patógeno, pero sin causar síntomas significativos de la enfermedad. 
Si la persona vacunada es subsecuentemente expuesta a ese patógeno, el 
sistema inmunitario adaptativo se encuentra preparado para responder de 
modo rápido y fuerte. 


de cáncer cervical en poblaciones susceptibles hasta en un 80%. Es el 
primer ejemplo de una vacuna que puede prevenir este tipo de cáncer. 

Desde una perspectiva de salud pública, las vacunas producidas de 
manera económica y que se pueden distribuir ampliamente son he- 
rramientas formidables para erradicar enfermedades contagiosas. Los 


esfuerzos actuales apuntan a producir vacunas contra enfermedades 
virus del Ébola) o donde las condi- 


que no tienen terapias disponibles ( 
n la distribución de me- 


ciones socioeconómicas generan problemas e 
dicamentos (paludismo, HIV/sida). A través de un entendimiento más 


completo de cómo opera el sistema inmunitario, debería ser posible 


mejorar el diseño de las vacunas existentes y extender estos principios 


a enfermedades para las cuales todavía no existen vacunas exitosas dis- 


ponibles. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 23.6 


La colaboración de las células del sistema 
inmunitario en la respuesta adaptativa 
* La activación de las células presentadoras de antígenos, como las 


células dendríticas, requieren de señales recibidas en sus receptores 
tipo Toll. En general, estos receptores son específicos para macromo- 


léculas producidas por bacterias y virus. El acoplamiento y activación 
de los receptores tipo Toll activa la vía de señalización de NF-kB cuya 
producción incluye la síntesis de citocinas inflamatorias (véase Fig. 
23-33). 


« Después de la activación, las células dendríticas se vuelven migrato- 
rias y se desplazan a los ganglios linfáticos, listas para el encuentro con 
los linfocitos T. La activación de las células dendríticas también incre- 
menta la presentación de complejos MHC-péptidos y la expresión de 
moléculas coestimuladoras requeridas para iniciar la respuesta de los 


linfocitos T. 


« Los linfocitos B requieren asistencia de los linfocitos T activados para 
ejecutar completmaente su programa de diferenciación para conver 
tirse en células plasmáticas. Los linfocitos T activados proporcionan 
ayuda antígeno específico a los linfocitos B, que reconocen complejos 
MHC-péptidos en la superficie de linfocitos B. Estos linfocitos B gene- 
ran los complejos MHC-péptidos relevantes a través de internalizar el 
antígeno mediante endocitosis mediada por BCR. Luego, se procesa el 
antígeno y se presenta a través de la vía MCH clase 11 (véase Fig. 23-35). 


« Además de las citocinas producidas por los linfocitos T activados, los 
linfocitos B requieren de contacto célula a célula para iniciar la hiper- 
mutación somática y la conmutación de clase, lo cual involucra CD40 
en los linfocitos B y CD40L en los linfocitos T. 


+ Una de las aplicaciones más importantes del concepto inmunológico 
de colaboración entre los linfocitos T y los linfocitos B es el de las va- 
cunas. Las formas más comunes de vacunas son virus o bacterias vivas 
atenuadas, que pueden evocar una respuesta inmunitaria protectora 
sin causar patologías, y vacunas basadas en subunidades. 


Perspectivas para el futuro 


Varias áreas de investigación en inmunología prometen un mayor im- 
pacto. La generación de nuevas vacunas que sean seguras y efectivas 
sigue siendo un objetivo con enorme significado práctico y social: las 
infecciones por HIV, la tuberculosis resistente a varios fármacos y el 
paludismo son ejemplos de causas de millones de muertes anuales 
para las cuales no existen vacunas exitosas actualmente disponibles. 
La investigación debe incorporar conceptos de biología celular como 
también de inmunología para resolver esta necesidad insatisfecha. A 
pesar de que varias de las vacunas más exitosas han sido desarrolladas 
en ausencia de un conocimiento detallado de inmunología, el clima 
regulador actual demanda un mayor entendimiento de la composición 
de una vacuna exitosa y de por qué esa vacuna funciona. 

Los linfocitos son uno de los pocos tipos celulares que pueden ser 
estudiados como células primarias porque siguen teniendo el mismo 
comportamiento celular y tisular específico en un cultivo celular. Esta 
característica hace de los linfocitos un modelo atractivo en el cual estu- 
diar la transducción de las señales para explorar las interacciones entre 
distintos tipos celulares en condiciones de laboratorio y para medir con 
precisión las respuestas que evocan estímulos específicos. 

La habilidad de los antígenos de crear receptores antígeno-especí- 
ficos de una variabilidad casi ilimitada tiene su precio: la generación 
de receptores autorreactivos, el factor que más contribuye a las enfer- 
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FIGURA 23-35 Se requiere la colaboración entre linfocitos T y linfocitos 
B para iniciar la producción de anticuerpos. Izquierdo: activación de 


expresión del laando CL 


linfocitos T por medio de células dendríticas cargadas de antígeno (DI se vuelvan completamente activo: 

Derecha: adquisición del antígeno y subsecuente activación por ntocitos 5 2 DOF activa 

Paso Il las células presentadoras de antigenos profesionales (DC gatos y le sorriát 

B) adquieren el antígeno Paso El el antígeno es internalizado, procesado y ar nto a T CDA he 
or 


presentado a los linfocitos 7. La activación de los linfocitos T ocurre cuando las 
células dendríticas presentan el antígeno a los linfocitos T. Paso EE! los linfocitos 
T activados se unen a los linfocitos B que tienen experiencia con el antigeno 


a través de los complejos MHC-péptidos que se encuentran en la superficie 
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FIGURA 23-36 Curso de tiempo de la infección viral. La respuesta 
antiviral inicial, detectada cuando el número de partículas infecciosas se 
eleva, incluye la activación de células natural killer (NK) y la producción de 
interferones tipo 1. Estas respuestas son parte de las defensas innatas. Sigue 
luego la producción de anticuerpos, como también la activación de linfocitos 
T citotóxicos, y finalmente elimina la infección. Una reexposición al mismo 
virus conduce a una producción más rápida y pronunciada de anticuerpos y 
a una activación más rápida de los linfocitos T citotóxicos. Una vacuna exitosa 
induce una respuesta inmunitaria similar en algunos aspectos a la exposición 
inicial al patógeno, pero sin causar síntomas significativos de la enfermedad. 
Si la persona vacumada es subsecuentemente expuesta a ese patógeno, el 
sistema inmunitario adaptativo se encuentra preparado para responder de 
modo rápido y fuerte 


de cáncer cervical en poblaciones susceptibles hasta en un 80%. Es el 
primer ejemplo de una vacuna que puede prevenir este tipo de cáncer. 


Desde una perspectiva de salud pública, las vacunas producidas de 
manera económica y que se pueden distribuir ampliamente son he- 
rramientas formidables para erradicar enfermedades contagiosas. Los 
esfuerzos actuales apuntan a producir vacunas contra enfermedades 
que no tienen terapias disponibles (virus del Ébola) o donde las condi- 
ciones socioeconómicas generan problemas en la distribución de me- 
dicamentos (paludismo, HIV/sida). A través de un entendimiento más 


completo de cómo opera el sistema inmunitario, debería ser posible 
mejorar el diseño de las vacunas existentes y extender estos principios 
a enfermedades para las cuales todavía no existen vacunas exitosas dis- 


ponibles. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 23.6 


La colaboración de las células del sistema 
inmunitario en la respuesta adaptativa 
e las células presentadoras de antígenos, como las 


requieren de señales recibidas en sus receptores 
estos receptores son específicos para macromo- 


« La activación d 
células dendríticas, 
tipo Toll. En general, 


léculas producidas por bacterias y virus. El acoplamiento y activación 
de los receptores tipo Toll activa la vía de señalización de NF-kB cuya 
producción incluye la síntesis de citocinas inflamatorias (véase Fig. 


23-33). 


* Después de la activación, las células dendríticas se vuelven migrato- 
rias y se desplazan a los ganglios linfáticos, listas para el encuentro con 
los linfocitos T. La activación de las células dendríticas también incre- 
menta la presentación de complejos MHC-péptidos y la expresión de 
moléculas coestimuladoras requeridas para iniciar la respuesta de los 
linfocitos T. 


« Los linfocitos B requieren asistencia de los linfocitos T activados para 
ejecutar completmaente su programa de diferenciación para conver- 
tirse en células plasmáticas. Los linfocitos T activados proporcionan 
ayuda antígeno específico a los linfocitos B, que reconocen complejos 
MHC-péptidos en la superficie de linfocitos B. Estos linfocitos B gene- 
ran los complejos MHC-péptidos relevantes a través de internalizar el 
antígeno mediante endocitosis mediada por BCR. Luego, se procesa el 
antígeno y se presenta a través de la vía MCH clase II (véase Fig. 23-35). 


+ Además de las citocinas producidas por los linfocitos T activados, los 
linfocitos B requieren de contacto célula a célula para iniciar la hiper- 
mutación somática y la conmutación de clase, lo cual involucra CD40 
en los linfocitos B y CD40L en los linfocitos T. 


+ Una de las aplicaciones más importantes del concepto inmunológico 
de colaboración entre los linfocitos T y los linfocitos B es el de las va- 
cunas. Las formas más comunes de vacunas son virus o bacterias vivas 
atenuadas, que pueden evocar una respuesta inmunitaria protectora 
sin causar patologías, y vacunas basadas en subunidades. 


Perspectivas para el futuro 


Varias áreas de investigación en inmunología prometen un mayor im- 
pacto. La generación de nuevas vacunas que sean seguras y efectivas 
sigue siendo un objetivo con enorme significado práctico y social: las 
infecciones por HIV, la tuberculosis resistente a varios fármacos y el 
paludismo son ejemplos de causas de millones de muertes anuales 
para las cuales no existen vacunas exitosas actualmente disponibles. 
La investigación debe incorporar conceptos de biología celular como 
también de inmunología para resolver esta necesidad insatisfecha. A 
pesar de que varias de las vacunas más exitosas han sido desarrolladas 
en ausencia de un conocimiento detallado de inmunología, el clima 
regulador actual demanda un mayor entendimiento de la composición 
de una vacuna exitosa y de por qué esa vacuna funciona. 

Los linfocitos son uno de los pocos tipos celulares que pueden ser 
estudiados como células primarias porque siguen teniendo el mismo 
comportamiento celular y tisular específico en un cultivo celular. Esta 
característica hace de los linfocitos un modelo atractivo en el cual estu- 
diar la transducción de las señales para explorar las interacciones entre 
distintos tipos celulares en condiciones de laboratorio y para medir con 
precisión las respuestas que evocan estímulos específicos. 

La habilidad de los antígenos de crear receptores antígeno-especí- 
ficos de una variabilidad casi ilimitada tiene su precio: la generación 
de receptores autorreactivos, el factor que más contribuye a las enfer- 


Perspectivas para el futuro 
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medades autoinmunitarias. Los vertebrados tienen varios mecanis- 
mos para controlar dichos linfocitos autorreactivos, pero ninguno de 
ellos es infalible. Debemos comprender cómo se genera tolerancia a 
los antígenos propios, cómo se mantiene y, por último, interrumpir 
el comienzo de una enfermedad autoinmunitaria. Esta comprensión 
debería ayudar a definir nuevas estrategias para manipular y controlar 
linfocitos autorreactivos a fin de prevenir o tratar enfermedades au- 
toinmunitarias (p. ej., diabetes tipo 1, esclerosis múltiple y artritis). 

Con avances en el entendimiento de células madres y cómo uti- 
lizarlas en terapias para tratamientos de enfermedades (p. ej., enfer- 
medad de Parkinson, distrofia muscular, lesiones en columna espinal), 
los trasplantes heterólogos de células madre (p. ej., derivados de un 
individuo distinto del paciente) son opciones viables. La capacidad del 
sistema inmunitario de reconocer dichas células madre trasplantadas 
es un factor que limita el uso de células madres heterólogas. Conse- 
cuentemente, encontrar un medio para suprimir la respuesta a estos 
trasplantes o para inducir tolerancia a estos son metas importantes. 

Herramientas genéticas más refinadas permitirán la identifica- 
ción de subconjuntos de linfocitos, que en general tienen funciones 
diferentes. Una mejora en los esquemas de clasificación proporcio- 
nará ayuda en el entendimiento de la función de los linfocitos, y así 
luego podrá permitir manipular la función de los linfocitos con fines 
terapéuticos. 

Nuestro entendimiento de la interacción entre la respuesta inmu- 
nitaria y adaptativa, y de las muchas formas en las que los patógenos 
interfieren con la inmunidad innata y adaptativa mejorará al aumen- 
tar nuestros conocimientos sobre las secuencias y las estructuras ge- 
nómicas, tanto del huésped como del patógeno. El uso de patógenos 
genéticamente modificados para pruebas de la función inmunitaria del 
huésped podrán ayudar a nuestra comprensión de la inmunología bá- 
sica. Esta es un área de rápida expansión en la investigación de biología 


celular básica. 


Palabras clave 


linfocitos T helper 1081 
macrófagos 1063 


antígeno 1060 
autoinmunidad 1059 


células de memoria 1100 

células dendríticas 1063 

células natural killer (NK) 1064 

células plasmáticas 1079 

citocinas 1065 

complejo mayor de 
histocompatibilidad (MHC) 1081 

complemento 1063 

epítopo 1072 

imprecisión de la unión 1075 

inflamación 1065 

inflamasoma 1104 

inmunoglobulinas 1066 

interleucinas 1099 

isotipos 1068 

linfocito T citotóxica 1081 

linfocitos 1061 

linfocitos B 1060 

linfocitos T 1060 
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maduración de la afinidad 1077 
neutrófilos 1066 
opsonización 1064 
órganos linfoides 
primarios 1061 
órganos linfoides 
secundarios 1061 
procesamiento y presentación 
de antígeno 1086 
quimiocinas 1101 
receptor de linfocito B 
(BCR) 1078 
receptor de linfocitos T 
(TCR) 1096 
receptor Fc 1072 
receptores tipo Toll (TLR) 1063 
recombinación somática 1073 
teoría de selección clonal 1069 
transcitosis 1069 


Revisión de los conceptos 


, , cad 
1. Describa las maneras por las cuales 


' ES 
tógenos puede desarmar O manipular el si E cae 
huésped: (a) cepa patógena de Staphylococcus aureus y 


capsulados. 


a uno de los siguientes pa- 
ema inmunitario de su 


, , ¡ ue realizan en el 
2. Rastree el curso de los linfocitos y las funciones q 


cuerpo. 


3. Identifique las principales defensas mecánicas y químicas que prote- 


gen a los tejidos internos del ataque de microbios. 


a ae ha k 
4. Compare/contraste las vías clásicas de activación del complemento 


y la vía alternativa. 


5. ¿Qué evidencia condujo a Emil von Behring a descubrir los anticuer- 


: ? 

pos y el sistema del complemento en 1905: 
ó ización? ¿Cuá icuerpos en est 

6. ¿Qué es la opsonización? ¿Cuál es el papel de los anticuerp este 
proceso? 
7. ¿Qué mecanismos aseguran que solo los genes V reordenados sean 
transcriptos en los linfocitos B? 
8. ¿Qué evita que siga ocurriendo reordenamiento de segmentos gené- 


ticos de cadena pesada de inmunoglobulinas en un linfocito pre-B una 
vez ocurrido un reordenamiento de cadena pesada productivo? 


9. ¿Cómo y por qué los anticuerpos sufren conmutación de clase, des- 
de la producción de anticuerpos IgM hasta la producción de cualquier 


otro isotipo? 
10. ¿Qué mecanismos bioquímicos explican la afinidad madurativa de 
la respuesta de los anticuerpos? 


11. Compare/contraste la estructura de las moléculas MHC clase 1 y 
clase II. ¿Qué tipo de células expresan cada tipo de molécula MCH? 
¿Cuáles son sus funciones? 


12. Describa los seis pasos en el procesamiento y la presentación del 
antígeno a través de la vía restringida de MHC clase 1. 


13. Describa los seis pasos en el procesamiento y la presentación del 
antígeno a través de la vía restringida de MHC clase IL. 


14. ¿Qué evita que los linfocitos T autorreactivos salgan del timo? 


15. Explique por qué las enfermedades autoinmunitarias mediadas por 
linfocitos T se encuentran asociadas con alelos particulares de genes de 
MCH clase II. 


16. ¿Cómo se encuentran involucradas las células presentadoras de an- 
tígeno y linfocitos T helper en la activación de linfocitos B? 


17. Explique en términos generales los eventos en las respuestas inmu- 


nitarias adaptativas e innatas desde que el patógeno invade hasta su 
eliminación. 


18. Defina inmunización pasiva y de un ejemplo 


de HIIV sin la posibilidad de infección en el paciente? 


20. Las inyecciones anuales contra la 


rus atenuados o bien por subunidades de gripe (proteínas del envolto- 


rio neuraminidasa y hemaglutinina). ¿Cómo logra la inyección anal 
contra la gripe protegerlo de la infección? y 


grIpe están compuestas o por vi- 


21. Diseñe un protocolo de laboratorio para desarrollar un anticuerpo 
monoclonal o policlonal contra una proteína de interés 


22. saga 1 a una persona sin células plasmáticas funcionales. ¿Qué 
efectos cen ría esto sobre el sistema inmunitario adaptativo de di per- 
sona? ¿Y sobre el sistema inmunitario innato? 


Análisis de los datos 


Para comprender cómo la ovoalbúmina (una proteína presente en el 
huevo de gallina) y otros antígenos extraños en el citoplasma de una 
célula son presentados para inmunovigilancia, la ovoalbúmina puede 
ser introducida en el citoplasma por electroporación de un linfocito B 
primario de ratón. La ovoalbúmina es escindida, y uno de los produc- 
tos de su partición es un péptido con la secuencia SIINFEKL (abrevia- 
tura de una sola letra). Cuando estos linfocitos B son mezclados con 
una población clonal de linfocitos T que reconocen específicamente 
SIINFEKL en el contexto de moléculas de MHC, los linfocitos T son 
estimulados. El gráfico debajo muestra la secreción de IL-2 después de 
que estos linfocitos T fueron mezclados con linfocitos B que habían 
sido tratados de modos variados. 
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Gráfico A: los linfocitos B fueron electroporados con ovoalbúmina 
(línea continua) o con una proteína control (línea interrumpida) no 
reconocidas por la población clonal de células T. o 

Gráfico B: los linfocitos B fueron primero incubados con un inhi- 
bidor de proteasas lisosómicas de cisteína (línea continua) o un inhi- 
bidor de proteosoma (línea interrumpida) y luego electroporados con 
ovoalbúmina. 

Gráfico C: los linfocito 
del péptido SIINFEKL y lue 
punteada) con formaldehíd 


s B fueron expuestos a altas concentraciones 
go inmediatamente fijados (muertas) (línea 
o o incubados por dos horas en la presencia 


$ de linfocitos B agregados 


(línea interrumpida) o ausencia (línea continua) del inhibidor de pro- 


teosoma y luego fijados con formaldehído. 


a. ¿En qué condiciones se secreta IL-2? ¿Es más probable que los 
linfocitos T o los linfocitos B estén secretando IL-2? 

b. ¿Qué información se extrae del uso de inhibidores lisosómicos 
y de proteosoma? ¿Es más probable que el péptido de ovoalbúmina 
sea presentado por complejos con moléculas MHC clase 1 o moléculas 
MCH clase 11? ¿Cuál es la vía más probable por la cual la ovoalbúmina 
en el citoplasma del linfocito B sea presentado para reconocimiento de 
los linfocitos T apropiados? 

c. ¿Por qué cree que la presencia o ausencia del inhibidor de pro- 
teosoma en el experimento C no tuvo efecto en la cantidad de IL-2 
secretada, mientras que la presencia del inhibidor en el experimento B 


demostró un marcado efecto? 
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EXPERIMENTO CLÁSICO 23.1 


Dos genes se convierten en uno: reordenamiento somático 
de los genes de inmunoglobulinas 


N. Hozumi y S. Tonegawa, 1976, Proc. Nat'l Acad. Sci USA 73:3629 


Depto décadas, los inmunólogos se pre- 
guntaron cómo el cuerpo era capaz de 
generar una multitud de inmunoglobulinas 
para combatir patógenos, denominadas an- 
ticuerpos, necesarias para eliminar el vasto 
número de bacterias diferentes y virus encon- 
trados durante la vida. Claramente, estas pro- 
teínas protectoras, al igual que todas las pro- 
teínas, eran codificadas de algún modo por el 
genoma. Pero el enorme número de anticuer- 
pos potenciales producidos por el sistema in- 
munitario hacía que fuese poco probable que 
genes individuales de inmunoglobulinas (Ig) 
codificaran todos los anticuerpos posibles 
que un individuo podría necesitar. En traba- 
jos que comenzaron temprano en la década 
de 1970, Susumu Tonegawa, un biólogo mo- 
lecular, sentó las bases para resolver el pro- 
blema de cómo se generaba la diversidad de 
anticuerpos. 


Antecedentes 


Las investigaciones en la estructura de las 
moléculas de Ig brindaron algunas pistas 
acerca de la generación de la diversidad 
de anticuerpos. Primero, se demostró que 
la molécula de Ig se encuentra compuesta 
por cuatro cadenas polipeptídicas: dos ca- 
denas pesadas idénticas (H) y dos cadenas 
ligeras idénticas (L). Algunos investigado- 
res propusieron que la diversidad de los 
anticuerpos resultaba de la combinación de 
diferentes cadenas pesadas y ligeras. Á pe- 
sar de que esta hipótesis reducía el número 
de genes necesarios, todavía requería que 
se dedicara una larga porción de genoma 
a los genes Ig. Luego, químicos de proteí- 
nas secuenciaron varias cadenas pesadas y 
ligeras de Ig. Encontraron que las regiones 
terminales C de las diferentes cadenas lige- 
ras eran muy similares y entonces fueron 
denominadas región constante (C), mien- 
tras que las regiones terminales N eran al- 
tamente variables y así fueron denomina- 
das región variable (V). Las secuencias de 


diferentes cadenas pesadas exhibieron un 
patrón similar. Estos descubrimientos sugi- 
rieron que el genoma contenía un pequeño 
número de genes C y un grupo mucho más 
grande de genes V. 

En 1965, W. Dryer y J. Bennett propu- 
sieron que dos genes separados, un gen V 
y un gen C, codifican cada cadena pesada y 
cada cadena ligera. A pesar de que esta pro- 
posición parecía lógica, violaba el principio 
bien documentado de que cada gen codifica 
un único polipéptido. Para evitar esta ob- 
jeción, Dryer y Bennett sugirieron que los 
genes V y C eran de algún modo reordena- 
dos en el genoma para formar un único gen 
que era luego transcrito y traducido en un 
único polipéptido, de cadena pesada o de 
cadena ligera. Un apoyo indirecto para este 
modelo provino de estudios de hibridación 
del DNA que demostraron que solo un pe- 
queño número de genes codificaban las re- 
giones constantes de Ig, Sin embargo, hasta 
la aparición de técnicas más poderosas para 
el análisis de genes, fue imposible realizar 
una prueba definitiva del nuevo modelo de 
dos genes propuesto. 


El experimento 


Tonegawa pensó que, si los genes de inmuno- 
globulinas sufrían reordenamiento, entonces 
los genes V y C muy probablemente deberían 
estar localizados en puntos diferentes del 
genoma. El descubrimiento de las endonu- 
cleasas de restricción, enzimas que cortan el 
DNA en sitios específicos, había permitido 
el mapeo de algunos genes bacterianos. Sin 
embargo, dado que los genomas de mamí- 
feros son mucho más complejos, el mapeo 
de los genes codificadores de las regiones V 
y C no era técnicamente posible. En cambio, 
basándose en técnicas de biología molecular 
recién desarrolladas, Tonegawa divisó otro 
modo para determinar si las regiones V y € 
eran codificadas por dos genes separados. 
Razonó que si ocurría reordenamiento de los 
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genes V y C entonces debería ocurrir durante 
la diferenciación de las células embrionarias 
a los linfocitos B secretoras de Ig. Además, 
si el reordenamiento ocurría, debería exis- 
tir una diferencia detectable entre las líneas 
germinales de DNA no recombinadas de cé- 
lulas embrionarias y el DNA de los linfocitos 
B secretoras de Ig. Así, se dedicó comprobar 
si existían dichas diferencias utilizando una 
combinación de digestión con enzimas de 
restricción e hibridación DNA-RNA para de- 
tectar los fragmentos de DNA. 

Comenzó por aislar DNA genómico de 
embriones de ratón y de linfocitos B de ratón. 
Para simplificar el análisis, utilizó una línea 
de linfocitos B tumorales, las cuales produ- 
cían el mismo tipo de anticuerpo. Este DNA 
genómico luego fue digerido con la enzima 
de restricción BamHIl, la cual reconoce una 
secuencia cuya presencia es relativamente 
rara en genomas de mamíferos. Así, el DNA 
fue roto en varios fragmentos de gran ta- 
maño. Luego, él separó estos fragmentos de 
DNA utilizando electroforesis en gel de aga- 
rosa, que separa biomoléculas sobre la base 
de su carga y tamaño. Dado que el DNA porta 
en su totalidad una carga negativa, los frag- 
mentos fueron separados según su tamaño. 
Posteriormente, cortó el gel en pequeñas par- 
tes y aisló el DNA de cada una de ellas. Ahora, 
Tonegawa tenía varias fracciones de partes 
de DNA de tamaños distintos. Podía enton- 
ces analizar estas fracciones de DNA para 
determinar si los genes V y C residían en el 
mismo fragmento en linfocitos B y en células 
embrionarias. 

Para realizar este análisis, Tonegawa pri- 
mero aisló el mRNA de los linfocitos B tu- 
morales, que codifica el principal tipo de 
cadena ligera de lg, denominado k. Debido 
a que el RNA es complementario a una he- 
bra de DNA a partir de la cual es transcrito, 
puede hibridar con dicha hebra y formar un 
híbrido RNA-DNA. Utilizando un marcado 
radioactivo del mRNA k entero, Tonegawa 
produjo una prueba para detectar cuál de los 
fragmentos de DNA separados contenía el 
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FIGURA 1 Resultados experimentales que demuestran que los genes 
que codifican las regiones variables (V) y constantes (C) de las cadenas 
ligeras k son reordenados durante el desarrollo de los linfocitos B. Estas 
curvas ilustran la hibridación de las sondas marcadas de RNA, específicas para 
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el gen k entero (V + C) y para el extremo 3' que codifica la región C, a fracciones 
de DNA de linfocitos B o embrionarios digeridos separados por electroforesis en 
gel de agarosa. (Adaptado de N Hozumi y S Tonegawa, 1976, Proc. Nat Acad Sc USA 73 3629) 


gen de la cadena K. A continuación, aisló el 
extremo 3” del mRNA k y lo marcó con una 
sonda, y produjo así una segunda prueba que 
codificaría solo las secuencias de DNA que 
codificaran la región constante de la cadena 
K. Con estas pruebas, una específica para la 
combinación de genes V + C y otra específi- 
ca para C, Tonewaga se encontraba listo para 
comparar los fragmentos de DNA obtenidos 
de los linfocitos B y las células embrionarias. 

Primero desnaturalizó el DNA de cada 
fracción en hebras simples y luego añadió 
una u otra a la sonda marcada. Encontró que 
la sonda específica de C hibridaba diferentes 
fracciones derivadas de las células embriona- 
rias que del DNA de linfocito B (Fig. 1). Aún 
más revelador, la sonda completa de mRkNA 
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marcado hibridó con dos fracciones diferen- 
tes del DNA embrionario, lo que sugirió que 
los genes V y C no se encuentran conectados 
y que el sitio de corte de BamH! reside entre 
ellos dos. Tonegawa concluyó que, durante la 
formación de linfocitos B, los genes separa- 
dos que codifican las regiones V y C son reor- 
denados en una única secuencia de DNA que 
codifica la cadena ligera k entera (Fig. 2). 


LA . . 
Análisis 
La generación de la diversidad de anticuerpos 
era un problema a la espera de un poderoso 
desarrollo de técnicas moleculares para ser 


resuelto. Tonegawa logró clonar los genes de 
la región V y probar que los reordenamientos 


FIGURA 2 Diagrama esquemático 

Cs embrionarias y linfocitos B 
| A A m En las células embrionarias, los 
5 7 ñ /— (Ñechas rojas) producen fragmentos de dos 
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reordenado de modo tal que los 
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deben ocurrir somáticamente. Estos resul- 
tados afectaron la genética, como también 
la inmunología. Mientras que antes se creía 
que cada célula en el cuerpo contenía la mis- 
ma información genética, se volvió claro que 
algunas células toman esa información y la 
alteran para cumplir sus propósitos. Además 
del reordenamiento somático, los genes lg 
sufren una variedad de otras alteraciones que 
le permiten al sistema inmunitario crear un 
conjunto diverso de anticuerpos necesarios 
para reaccionar ante cualquier organismo 
invasor. Nuestro entendimiento actual de 
estos mecanismos reside en las bases del des- 
cubrimiento fundamental de Tonegawa. Por 


este trabajo, recibió el Nobel en Fisiología y 
Medicina en 1987. 


de DNA de cadena ligera k en células 
e con los resultados de Tonegawa. 
cortes con la enzima de restricción BamHl 
tamaños diferentes, uno que 

gen C. En los linfocitos B, el DNA es 
genes V y € sean adyacentes, sin sitio de corte 
produce un fragmento que contiene a 


Lri AN 


Carcinoma nasofaríngeo. El carcinoma nasofaríngeo es un tumor maligno 
que se origina a partir del epitelio de la mucosa de la nasofaringe, la parte 
más elevada de la garganta. Los carcinomas nasofaríngeos pueden aparecer 
por fumar cigarrillos, comer comidas ricas en nitrosamina (como pescado 
curado en sal), o ser el resultado de una infección por el virus de Epstein-Bar: 


Este preparado muestra el carcinoma nasofaríngeo teñido con hematoxilina y 
eosina. (Biophoto Associates/PhotoResearchers) 


l cáncer causa alrededor de una quinta parte de las muertes en los 
Estados Unidos cada año. En todo el mundo, anualmente entre 

100 y 350 de 100 000 personas mueren a causa de esta enferme- 

dad. El cáncer se debe a fallas de los mecanismos que por lo general 
controlan el crecimiento y la proliferación de las células. Durante el 
desarrollo normal y a lo largo de la vida adulta, intrincados sistemas de 
control genético regulan el equilibrio entre el nacimiento y la muerte 
celular en respuesta a señales de crecimiento, de inhibición del creci- 
miento y de muerte. La tasa de nacimiento y muerte celular determina 
el tamaño del cuerpo adulto y la tasa de crecimiento en alcanzar ese ta- 
maño. En algunos tejidos adultos, la proliferación celular ocurre conti- 
nuamente como una estrategia constante de renovación del tejido. Por 
ejemplo, las células epiteliales intestinales viven solo por unos pocos 
días antes de morir y ser reemplazadas; ciertos leucocitos son sustitui- 
dos con la misma rapidez, y por lo general las células de la piel sobre- 
viven sólo por 2-4 semanas antes de ser descamadas. Sin embargo, las 
células en muchos tejidos adultos normalmente no proliferan, excepto 
durante procesos de curación. Tales células estables (hepatocitos, célu- 
las del músculo cardíaco, neuronas) pueden permanecer funcionales 
por largos períodos o incluso durante la vida entera de un organismo. 
El cáncer ocurre cuando los mecanismos que mantienen estas tasas de 
crecimiento normal funcionan mal y causan división celular en exceso. 
Las pérdidas en la regulación celular que originan la mayoría o to- 
dos los casos de cáncer se deben a daño genético, a menudo acompa- 
ñado por influencias de químicos que promueven tumores, hormonas 
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Cáncer 


y algunas veces virus (Fig. 24-1). Las mutaciones en dos amplias clases 
de genes han sido implicadas en la aparición del cáncer: protoonco- 
genes y genes supresores de tumores. En general, los protooncogenes 
promueven el crecimiento celular; las mutaciones los convierten en on- 
cogenes cuyos productos son excesivamente activos en la promoción 
del crecimiento. Usualmente, las mutaciones oncogénicas resultan en 
una expresión genética aumentada o bien en un producto hiperacti- 
vo. Por lo general, los genes supresores de tumores limitan el creci- 
miento, de manera que las mutaciones que los inactivan permiten una 
división celular inapropiada. Una tercera y más especializada clase de 
genes llamados genes cuidadores o de mantenimiento a menudo tam- 
bién está vinculada al cáncer. Los genes cuidadores normalmente pro- 
tegen la integridad del genoma; cuando están inactivados, las células 
adquieren mutaciones adicionales a una velocidad mayor (incluyendo 
mutaciones que causan la desregulación del crecimiento celular y la 
proliferación y conducen al cáncer). Muchos de los genes en estas tres 
clases codifican proteínas que ayudan a regular la proliferación celular 
(entrada a y progresión a través del ciclo celular) o la muerte celular 
por apoptosis; otros codifican proteínas que participan en la repara- 
ción de DNA dañado. 

Comúnmente, el cáncer resulta de las mutaciones que surgen duran- 
te la exposición de toda una vida a carcinógenos, sustancias encontradas 
en el ambiente, las cuales incluyen ciertos químicos y radiación. La ma- 
yoría de las células cancerosas han perdido uno o más sistemas de man- 
tenimiento y reparación del genoma debido a mutación, lo cual podría 
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FIGURA 24-1 Panorama de cambios en las células que causan cáncer. 
Durante la carcinogénesis, se alteran seis propiedades celulares fundamentales, 
como se muestra aquí en este tumor que está creciendo dentro de un tejido 
normal, para dar origen al fenotipo completo y más destructivo de cáncer. 

Los tumores menos peligrosos surgen solo cuando algunos de estos cambios 
Ocurren. En este capítulo, examinamos los cambios genéticos que resultan en 
estas propiedades celulares alteradas. (Adaptado de Hanahan, D, y R. A. Weinberg, 2011. Cell 
144:046-674) 


explicar el gran número de mutaciones adicionales que acumulan. Aun- 
que las enzimas de reparación del DNA no inhiben de manera directa la 
proliferación celular, las células que han perdido su habilidad de reparar 
errores, espacios vacíos o extremos rotos en el DNA acumulan mutacio- 
nes en muchos genes, incluyendo aquellos que son críticos en el control 
del crecimiento y la proliferación celulares. De este modo, las mutaciones 
de pérdida de función en los genes cuidadores como los que codifican 
enzimas de reparación del DNA impiden que las células corrijan las mu- 
taciones que inactivan genes supresores de tumores o activan oncogenes. 

Las mutaciones que causan cáncer ocurren en su mayoría en células 
somáticas, no en las células de la línea germinal, y las mutaciones en cé- 
lulas somáticas no se transmiten a la siguiente generación. Sin embargo, 
ciertas mutaciones heredadas, las cuales son transportadas en la línea 
germinal, incrementan la probabilidad de que el cáncer ocurra en algún 
momento. En una asociación destructiva, las mutaciones somáticas pue- 
den combinarse con mutaciones heredadas para producir un cáncer. 

El proceso de formación del cáncer, llamado oncogénesis o tumo- 
rigénesis, es una interacción entre la genética y el medioambiente. La 
mayoría de los cánceres surgen después de que los genes son alterados 
por carcinógenos o por errores en la copia y reparación de genes. In- 
cluso si el daño genético ocurre solo en una célula somática, la división 
de esta célula transmitirá el daño a sus células hijas, lo que dará origen 
a un clon de células alteradas. Sin embargo, rara vez la mutación en un 
único gen conduce a la aparición de cáncer. Más típicamente, una serie 
de mutaciones en múltiples genes crea un tipo celular que prolifera de 
manera progresiva y con tanta rapidez que escapa de las restricciones 
del crecimiento normal, lo que crea una oportunidad para mutaciones 
adicionales. Las células también adquieren otras propiedades que les 
proporcionan una ventaja, como la habilidad de escapar de los epitelios 
normales y estimular el crecimiento de vascularización para obtener 
oxígeno. Finalmente, el clon de células crece hasta convertirse en un tu- 
mor. En algunos casos, las células del tumor primario migran a nuevos 
sitios, donde forman tumores secundarios, un proceso denominado 
metástasis. La mayoría de las muertes por cáncer se deben a tumores 
metastásicos invasores de crecimiento rápido. 

La metástasis es un proceso complejo con muchos pasos. Es fa- 
cilitado por las células tumorales que producen sus propios factores 
de crecimiento y angiogénicos (inductores del crecimiento de vasos 
sanguíneos). Las células móviles invasoras son las más peligrosas. Los 
tejidos que producen factores de crecimiento y en los cuales crece fácil- 
mente nueva vascularización, como el hueso, los vasos sanguíneos y el 
hígado, son los más vulnerables a la invasión ya que estas características 
contribuyen para apoyar a los invasores. 

El tiempo juega un papel importante en el cáncer. Se precisarian 
muchos años para acumular las múltiples mutaciones requeridas para 
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9) VIDEO: Motilidad de células de adenocarcinoma mamario de rata in situ y en cultivo 
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formar un tumor, de manera que la mayoría de los cánceres se desa- 


rrollan más tarde en la vida. El requerimiento de múltiples mutaciones 
también disminuye la frecuencia del cáncer en comparación con la ne- 
cesaria si la tumorigénesis fuese disparada por una única mutación. Sin 
embargo, una enorme cantidad de células son, en esencia, mutageniza- 
das y puestas a prueba para el crecimiento alterado durante nuestras 
vidas, una selección poderosa a favor de estas células, la cual en este 
caso no queremos. Las células que proliferan con mayor rapidez se tor- 
nan más abundantes, sufren cambios genéticos adicionales y pueden 
volverse progresivamente más peligrosas. Además, el cáncer ocurre con 
mayor frecuencia después de la edad de reproducción y, por lo tanto, 
juega un papel menor en el éxito reproductivo. Entonces el cáncer es 
común, y en parte refleja vidas humanas cada vez más largas pero tam- 
bién la falta de selección evolutiva contra la enfermedad. 

En este capítulo, primero introducimos las propiedades de las célu- 
las tumorales y describimos el proceso de múltiples pasos de la oncogé- 
nesis. A continuación, consideramos los tipos generales de cambios ge- 
néticos que conducen a las características únicas de las células cancero- 
sas y la interacción entre las mutaciones somáticas y las heredadas. Las 
secciones subsiguientes examinan en detalle cómo las mutaciones que 
afectan ambos procesos de promoción del crecimiento y la inhibición 
de gra pueden resultar en proliferación celular excesiva. Concluimos 
el ni un análisis del papel de los carcinógenos y cómo una 
Ps pedo cris int “0 el DNA debida a la pérdida 

a oOncogénesis. 


24.1 Células tumorales y aparición del cáncer 
Antes de examinar en detalle las bases genéticas del cáncer, considera- 
mos el proceso general de la tumorigénesis y las cada de las cé- 
lulas tumorales que las diferencian de las células rales e general 
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FIGURA 24-2 Vista macroscópica y microscópica de un tumor 
invadiendo tejido de hígado normal. (a) La morfología macroscópica de un 
higado humano en el cual un tumor de pulmón metastásico está creciendo. 
Las protrusiones blancas en la superficie del hígado con las masas tumorales 


el cambio de una célula normal a una cancerosa involucra múltiples 
pasos, y cada uno añade propiedades que hacen que las células tengan 
más probabilidad de convertirse en un tumor. Los cambios genéticos 
que subyacen a la oncogénesis alteran varias propiedades celulares fun- 
damentales, lo que permite que las células evadan los controles de cre- 
cimiento normal y, en última instancia, confieren el fenotipo completo 
de cáncer (véase Fig. 24-1). Las células cancerosas adquieren un impul- 
so de proliferar que no requiere de una señal inductora externa. Fallan 
en detectar señales que restringen la división celular y siguen viviendo 
cuando deberían morir. Con frecuencia, cambian su adhesión a las cé- 
lulas circundantes o a la matriz extracelular y se sueltan alejándose y 
diseminando el tumor. Hasta cierto punto, una célula cancerosa podría 
parecerse a un tipo celular normal en rápida división, pero la célula de 
cáncer y su progenie serán inmortales. Los tumores son característica- 
mente hipóxicos (privados de oxígeno), de manera que para crecer más 
allá de un tamaño pequeño los tumores deben obtener un suministro 


sanguíneo. A menudo lo hacen por medio de señalización para inducir 
uíneos dentro del tumor. Conforme el cán- 


en un órgano anormal, cada vez me- 
ión de los tejidos circundantes. 
do se clasifican según su te- 
e los tumores ha se- 
carcinomas Si 


el crecimiento de vasos sang 
cer progresa, los tumores se vuelv: 
jor adaptado al crecimiento y a la invas 

Las células animales normales a menu 
jido embrionario de origen, y la denominación d 
guido su ejemplo. Los tumores malignos se clasifican en 


derivan de epitelios como el endodermo (epitelio del intestino) o el ec- 


todermo (piel y epitelio neuronal) y sarcomas si derivan de mesodermo 


(músculo, sangre y precursores de tejido conjuntivo). AOS paro 
son, de lejos, el tipo más común de tumor maligno (más del 90%). La 
mayoría de los tumores son masas sólidas, pero las leucemias, una clase 
de sarcomas, crecen como células individuales en la sangre (el aa 
bre leucemia se deriva del latín para “sangre blanca”: la proliferación 
masiva de células leucémicas puede hacer que la sangre de un pasrente 
tenga un aspecto lechoso). Los linfomas, Otro tipo qe sarcoma maligno, 
son tumores sólidos de linfocitos y células plasmáticas. Los tumores 
cerebrales malignos pueden derivarse de células neurales, y los ghoblas- 
tomas son tumores de las células gliales que constituyen el mayor tipo 


celular en el cerebro. 


(b) Células tumorales Células normales 
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(b) Una micrografía Óptica de una sección del tumor en (a) que muestra áreas 
de células tumorales pequeñas, teñidas de color oscuro invadiendo una región 
de células normales de higado más grandes, tenidas de color claro. (Cortesía de | 
Braun.) 


Las células tumorales metastásicas son invasoras 
y pueden diseminarse 


Los tumores surgen con gran frecuencia, en especial en individuos ma- 
yores, pero la mayoría representa poco riesgo a su huésped debido a 
que son localizados y de pequeño tamaño. Llamamos a dichos tumores 
benignos; un ejemplo es una verruga, un tumor benigno de la piel. Las 
células que componen los tumores benignos son muy parecidas y pue- 
den funcionar como células normales. Las moléculas de adhesión celu- 
lar que mantienen unidos a los tejidos hacen lo propio con las células 
tumorales benignas, al igual que con las células normales, localizadas 
en los tejidos en los que se originaron. Usualmente, una cápsula fibrosa 
limita la extensión de un tumor benigno y lo hace un blanco fácil para 
un cirujano. Los tumores benignos se vuelven graves problemas médi- 
cos solo si su masa interfiere con las funciones normales o si secretan 
cantidades excesivas de sustancias biológicamente activas, como las 
hormonas. La acromegalia, el crecimiento excesivo de cabeza, manos y 
pies, por ejemplo, puede ocurrir cuando un tumor pituitario benigno 
causa una superproducción de la hormona de crecimiento. 

En contraste, las células que componen un tumor maligno (cance- 
roso) (Fig. 24-2) en general crecen y se dividen más rápidamente que 
las células normales y no mueren a la velocidad usual. Una caracterís- 
tica clave de las células malignas es su capacidad para invadir tejidos 
cercanos, propagándose y sembrando tumores nuevos a medida que 
las células siguen proliferando. Algunos tumores malignos, como aque- 
llos en el ovario o la mama, permanecen localizados y encapsulados, al 
menos por un tiempo. Cuando estos tumores progresan, las células in- 
vaden los tejidos adyacentes y metastatizan (Fig. 24-3a). Eventualmen- 
te, la mayoría de las células malignas adquieren la capacidad de hacer 
metástasis. Así, las principales características que diferencian los tumo- 
res metastásicos (o malignos) de los benignos son sus habilidades para 
invadir tejidos cercanos y diseminarse a sitios distantes en el cuerpo. 

Las células normales están restringidas a su lugar en un órgano o 
tejido por adhesión célula-célula y por barreras físicas como la lámina 
basal, la cual está por debajo de capas de células epiteliales y también 
rodea las células endoteliales de vasos sanguíneos (véase Cap. 20). En 
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FIGURA 24-3 Metástasis. (a) Primeros pasos en la metástasis; se utilizan células 
de carcinoma mamario como ejemplo. Las células cancerosas abandonan el 
tumor principal y atacan la lámina basal, usando fibras de la matriz extracelular 
(MEC) para llegar a los vasos sanguíneos. Las células cancerosas pueden ser 
atraídas por señales tales como el factor de crecimiento epidérmico (EGP), el 
cual puede ser secretado por macrófagos (amarillo). En los vasos sanguíneos, 
penetran la capa de células endoteliales que forma las paredes de los vasos y 
entra en la corriente sanguínea. (b) Las células del carcinoma penetran la matriz 
extracelular y la pared del vaso sanguíneo extendiendo “invadopodios, los 
cuales producen metaloproteasas de la matriz y otras proteasas para abrir un 


camino. (Adaptado de Yamaguch y cols. 2005, Curr. Op Cell Bio! 172559.) 


contraste, las células del cáncer han adquirido la capacidad de pene- 
trar la lámina basal utilizando una protrusión celular llamada “inva- 
dopodio” y de migrar a sitios distantes en el cuerpo (Fig. 24-3b). Se 
cree que un proceso de desarrollo conocido como transición epitelio 
a mesénquima juega un papel crucial durante el proceso de metásta- 
sis en algunos cánceres. Durante el desarrollo normal, la conversión 
de células epiteliales a mesenquimáticas es un paso en la formación 
de algunos órganos y tejidos. Una transición epitelio a mesénquima 
requiere cambios distintivos en patrones de expresión génica y resulta 
en cambios fundamentales en la morfología celular, como pérdida de 
adhesión célula-célula, pérdida de polaridad celular y la adquisición 
de propiedades migratorias e invasoras. Se cree que durante la metás- 
tasis las vías reguladoras de la transición epitelio a mesénquima son 
activadas en el frente invasor de los tumores, lo que produce células 
migratorias individuales. En el corazón de la transición epitelio a me- 
sénquima, hay dos factores de transcripción: Snail y Twist. Estos fac- 
tores promueven la expresión de genes involucrados en la migración 
celular, disparan la regulación por disminución de factores de adhesión 
celular, como E-cadherina, e incrementan la producción de proteasas 
que digieren la lámina basal, lo que permite así su penetración por las 
células tumorales. Por ejemplo, muchas células tumorales secretan una 
proteína (activador de plasminógeno) que convierte la proteína del 
suero plasminógeno a la proteasa activa plasmina. Es de resaltar que la 
expresión de muchos reguladores importantes de la transición epitelio 
a mesénquima, como SNAILI y SNAIL2, han sido mostrados para co- 
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Para que la mayoría de las mutaciones oncogénicas induzcan cáncer, 
deben ocurrir en células en división de manera que la mutación se 
transmita a muchas células de la progenie. Cuando tales mutaciones 
ocurren en células que no están en división (neuronas y células muscu- 
lares), en general no inducen cáncer, razón por la cual los tumores de 
músculo y células nerviosas son raros en adultos. No obstante, el cáncer 
sí ocurre en tejidos compuestos principalmente de células diferencia- 
das que no están en división, como eritrocitos y la mayoría de los leu- 
cocitos, células absorbentes que recubren la luz del intestino delgado, y 
células queratinizadas que forman la piel. Por lo tanto, se ha sugerido 
que las células que inician los tumores no son las diferenciadas propia- 
mente sino más bien sus precursoras. Por lo general, las células com- 
pletamente diferenciadas no se dividen. A medida que estas mueren O 
se debilitan, son continuamente reemplazadas por proliferación y dife- 
renciación de células madre, y se piensa que estas células son capaces 
de transformarse en tumorales. Debido a que las células madre pueden 
dividirse de IEA continua a lo largo de la vida de un organismo, las 
O o en su DNA pueden acumularse y, eventual- 
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y generar MUENOS AM dichas células son células madre del cáncer, 
analizadas en la siguiente sección. 


El entorno local afecta la formación de tumores 
heterogéneos por células madre del cáncer 


Algunos tipos de tumores parecieran tener sus propias células madre; 
es decir, estas son las únicas células tumorales capaces de sembrar un 
nuevo tumor. El concepto es que, dentro de un tumor, algunas célu- 
las dejarán de dividirse mientras que otras continuarán el crecimiento 
canceroso. Por supuesto, las últimas son las más peligrosas y las más 
importantes para destruir con tratamiento anticáncer. Se cree que las 
células madre del cáncer originan algunas células con altas capacidades 
replicativas y Otras con un potencial replicativo más limitado. Aún no 
está claro cómo muchos tipos de tumores tienen células madre que 
difieren de la mayoría de las otras células en el tumor. 


Una manera de identificar las células madre del cáncer es purificar 

distintas clases de células de un tumor basándose en diferencias en 
sus marcadores de superficie, por lo general mediante el uso de un clasi- 
ficador celular activado por fluorescencia (FACS; véase Cap. 9). Las 
pruebas de trasplante, usualmente en ratones, revelan qué clases de cé- 
lula tienen la capacidad de sembrar un nuevo tumor y cuáles no. Por 
ejemplo, una muestra de unos pocos cientos de células tumorales de 
cerebro humano con un antígeno llamado CD133 en la superficie es 
potente para iniciar nuevos tumores en ratones inmunitariamente de- 
primidos, mientras que una muestra de muchos miles de células tumo- 
rales sin CD133 fue incapaz de sembrar tumores. Hallazgos similares 
han sido hechos para el mieloma múltiple de ser humano; la mayoría de 
las células (> 95%) expresan un marcador llamado CD138. La pequeña 
población de células que carece de CD138 tiene una capacidad conside- 
rablemente mayor que el resto de las células para iniciar el crecimiento 
de un tumor. Estos hallazgos sugieren que identificar las células madre 
del cáncer y luego hacer de esas células el objetivo específico de fármacos 
o anticuerpos podría ser una terapia contra el cáncer más efectiva que 
convertir en dianas las células de la masa tumoral. 


Los resultados con las células madre del cáncer destacan tres pun- 
tos importantes. Primero, los tumores no siempre se componen de cé- 
lulas uniformes, incluso si son originados a partir de una única célula 
iniciadora. Segundo, una minoría de las células podría ser la verda- 
deramente peligrosa. Tercero, las células tumorales podría crecer con 
mayor rapidez o más lentitud dependiendo de si se encuentran en un 
entorno particular. Tal como las células madre pueden ser mantenidas 
en un estado de división, no diferenciado, en virtud de ocupar un ni- 
cho apropiado (véase Cap. 21), las células madre tumorales podrían 
comportarse según el entorno. Algunas células vecinas podrían ser más 
propicias para el crecimiento de células tumorales o de células madre 
del cáncer que otras. De este modo, el entorno de células tumorales, 
llamado microentorno del tumor, puede tener un dramático impacto en 
la habilidad de las células tumorales para crecer. 

La idea de que el microentorno del tumor es importante se extien- 
de a la trascendencia de uno de los entornos más comunes para una 
célula tumoral: las células inflamatorias. Con frecuencia, los cánceres 
surgen en sitios de heridas o infecciones crónicas. Las células inmuni- 
tarias migran a sitios de lesiones y allí producen factores de crecimiento 


para promover la curación, y la matriz extracelular es reconstruida. To- 


das estas propiedades locales del tejido podrían contribuir al estableci- 
miento y el crecimiento de un tumor. Se estima que más del 20% de los 
cánceres se asocian con la infección crónica. Por ejemplo, la infección 
persistente de Helicobacter pylori se asocia con cáncer gástrico y linfo- 
ma del tejido linfoide asociado con la mucosa. Las infecciones con virus 
de la hepatitis B o C incrementan el riesgo de carcinoma hepatocelular. 

Una respuesta inflamatoria no solo puede promover la tumorigé- 
nesis, sino que la formación del tumor en sí puede disparar una res- 
puesta inflamatoria. Ciertos oncogenes inducen un programa trans- 
cripcional que conduce al reclutamiento de células inmunitarias, espe- 
cialmente macrófagos. Los macrófagos y otros linfocitos producen ci- 
tocinas promotoras de tumores y disparan una respuesta inflamatoria, 
lo cual proporciona a las células del cáncer de factores de crecimiento 
adicionales y promueve el crecimiento de vasos sanguíneos; este pro- 
ceso (como estudiaremos a continuación) es un aspecto esencial del 
crecimiento tumoral. 


El crecimiento tumoral requiere de la formación 
de nuevos vasos sanguíneos 


Los tumores, sean primarios o secundarios, requieren del reclutamien- 
to de nuevos vasos sanguíneos a fin de convertirse en una gran masa. 
En la ausencia de un suministro de sangre, un tumor puede convertirse 
en una masa de unas 10* células, más o menos una esfera de 2 mm de 
diámetro. En este punto, la división de células en el exterior de la masa 
tumoral es compensada por la muerte de aquellas en el centro causada 
por un suministro inadecuado de nutrientes. Dichos tumores, a menos 
que secreten hormonas, causan pocos problemas. Sin embargo, la ma- 
yoría de los tumores inducen la formación de nuevos vasos sanguíneos 
que invaden el tumor y lo nutren, un proceso llamado angiogénesis. 
Este complejo proceso requiere de varios pasos individuales: degrada- 
ción de la lámina basal que rodea un capilar cercano, migración de 
las células endoteliales que recubren internamente el capilar hacia el 
tumor, división de estas células endoteliales y formación de una nueva 
lámina basal alrededor del capilar recientemente alargado. 

Muchos tumores producen factores de crecimiento que estimulan la 
angiogénesis; otros de alguna manera inducen a las células normales cir- 
cundantes a sintetizar y secretar dichos factores. El factor de crecimiento 
de fibroblasto básico (b-FGF), el factor de crecimiento transformador 
o. (TGFa) y el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), los 
cuales son secretados por muchos tumores, tienen propiedades angio- 
génicas. Nuevos vasos sanguíneos nutren el tumor en crecimiento; así, 
permiten que aumente de tamaño y se incrementa la probabilidad de 
que ocurran mutaciones dañinas adicionales. La presencia de un vaso 
sanguíneo adyacente también facilita el proceso de metástasis. 

En los seres humanos existen cinco genes de VEGF y tres genes de 
proteínas receptoras de VEGE. La expresión de VEGF puede ser induci- 
da por hipoxia, la privación de oxígeno en las células que ocurre cuando 
[pO,] es < 7 mm Hg. Los receptores de VEGF, los cuales son tirosincina- 
sas, regulan diferentes aspectos del crecimiento de vasos sanguíneos como 
la supervivencia de células endoteliales (pared de los vasos sanguíneos) y 
crecimiento, migración celular y permeabilidad de la pared vascular. 

La señal de hipoxia está mediada por el factor inducible por hi- 
poxia (HIF-1), un factor de transcripción que es activado en condicio- 
nes de bajo oxígeno y que luego se une a e induce la transcripción del 
gen de VEGF y de otros 30 genes, muchos de los cuales pueden afectar 
la probabilidad de crecimiento de un tumor. Entre estos hay enzimas 
glucolíticas como lactato deshidrogenasa; de este modo, HIF-1 tam- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 24-4 Micrografías electrónicas de barrido 
revelan las diferencias organizacionales y morfológicas entre células 
3T3 normales y transformadas. (a) Las células 313 normales son alargadas 
y están alineadas y cercanamente empaquetadas de una manera ordenada 
(b) Las células 313 transformadas por un oncogén codificado por el virus del 
sarcoma de Rous son redondeadas y están cubiertas con procesos pequeños 


bién podría ayudar a las células tumorales a adaptarse al bajo oxígeno 
recurriendo a la glucólisis en lugar de la fosforilación oxidativa para la 
generación de ATP. A su vez, la actividad de HIF-1 es controlada por 
un sensor de oxígeno compuesto por una prolil hidroxilasa que está 
activa en niveles normales de O, pero inactiva cuando carece de O.. 
La hidroxilación de HIF-1 causa la ubicuitinación y degradación del 
factor de transcripción, un proceso que está bloqueado cuando el O, 
está bajo. Los compuestos que inhiben la angiogénesis han suscitado 
gran interés como potenciales agentes terapéuticos. Sin embargo, hasta 
ahora su éxito en la práctica clínica ha sido limitado. 


Mutaciones específicas transforman células 
en cultivo en tumorales 


La morfología y las propiedades del crecimiento de las células tumora- 
les claramente difieren de aquellas de sus contrapartes normales; algu- 
nas de estas diferencias también son evidentes cuando las células son 
cultivadas. Que las mutaciones causan estas diferencias fue establecido 
de manera concluyente por experimentos de transfección con una línea 
cultivada de fibroblastos de ratón llamadas células 3T3. Por lo general, 
estas células crecen solo cuando están ancladas a la superficie plástica 
de una placa de cultivo y son mantenidas a baja densidad celular. De- 
bido a que las células 3T3 detienen su crecimiento cuando se contactan 
con otras células, eventualmente forman una monocapa de células bien 
ordenadas que ha cesado su proliferación y están en la fase quiescente 
G, del ciclo celular (Fig. 24-4a). 

Cuando el DNA de células cancerosas de vejiga humana es transfec- 
tado en células 3T3 en cultivo, cerca de una célula en un millón incor- 
pora un segmento particular del DNA exógeno que causa un cambio 
fenotípico. La progenie de la célula afectada es más redondeada y menos 


adherente una a la otra y a la placa de lo que son las células norma- 


les circundantes, lo que forma un grupo tridimensional de células (un 


foco) que puede ser reconocido con el microscopio (Fig. 24-4b). Dichas 
es continúan creciendo cuando las células normales se 


células, las cual 
tes, han sufrido una transformación oncogenéti- 


han vuelto quiescen 
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La Figura 24-5 esquematiza el procedimiento para la transformación 


de células 3T3 con DNA de un cáncer de vejiga humana y la clonación del 
segmento específico de DNA que causa la transformación. Fue notable 
que una sola pieza pequeña de DNA tuviera esta capacidad; si se hubiera 
necesitado que se incorporara más de un fragmento de DNA para in- 
ducir la transformación, el experimento habría fracasado. Los estudios 
subsiguientes mostraron que el segmento clonado incluyó una versión 
mutante del gen celular ras, donde la glicina normalmente encontrada en 
la posición 12 es reemplazada por una valina. Este mutante fue designado 
ras”, donde la D representa “dominante”. La mutación es genéticamente 
dominante debido a que la proteína activa tiene un efecto incluso en la 
presencia del otro alelo normal ras. La proteína Ras normal, la cual par- 
ticipa en muchas vías de transducción de señales intracelulares activadas 
porostena de crecimiento (véase Cap. 16), cicla entre un estado inacti- 
d%, apagado”, con GDP unido y un estado activo, “encendido”, con GTP 
unido. La proteína Ras” mutada hidroliza el GTP unido muy lentamente 
de Er . tanto, se acumula en el estado activo, enviando una señal promo- 
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FIGURA EXPERIMENTAL 24-5 La transformación de células de ratón con 
DNA de una célula cancerosa de ser humano permite la identificación 
y la clonación molecular del oncogén ras”. La adición de DNA de cáncer 
de vejiga humano a un cultivo de células 313 de raton Causa que cerca de una 
célula en un millón se divida anormalmente y forme un foco, o clon, de células 
transformadas. Para clonar el oncogén responsable de la transformación, se 
toma ventaja del hecho de que la mayoría de los genes humanos tienen en sus 
inmediaciones secuencias de DNA repetitivo llamadas secuencias Alu. El DNA 
del foco inicial de las células de ratón transformadas es aislado, y el oncogén 
es separado del DNA humano adventicio por medio de una transferencia 
secundaria a células de ratón. El DNA adventicio es DNA humano que no tiene 
ningún efecto sobre la transformación celular pero que simplemente quedó en 
una célula que también contiene el oncogén activo. El DNA total de una célula 
de ratón transfectada secundariamente es luego clonado en el bacteriófago 
k. solo el fago que recibe el DNA humano hibrida con una sonda Alu. El 
fago que hibrida debería contener parte O todo el gen transformante, Este 
resultado esperado puede ser probado mostrando que el DNA del fago puede 
transformar células (si el oncogén ha sido completamente clonado) o que la 
pieza de DNA clonada está siempre presente en células transformadas por 
transferencia de DNA a partir de la célula de cáncer de vejiga donante original 


e 


lulas tumorales solo cuando producen una proteína Ras constitutiva- 
mente activa u otras oncoproteínas. Por esta razón, la transfección con 
el gen ras” puede transformar células 3T3 pero no células de fibroblasto 
normales en cultivo primario en células tumorales. 

Un gen mutante ras se encuentra en la mayoría de los cánceres de 
colon, vejiga, páncreas y otros cánceres pero no en el DNA humano 
normal; de este modo, debe surgir como resultado de una mutación 
somática en una de las células tumorales progenitoras. Como veremos 
en la Sección 24.2, cualquier gen, tal como ras”, que codifique una pro- 
teína capaz de transformar las células en cultivo o de contribuir con el 
cáncer en animales se conoce como un oncogén. Un oncogén surge de 
un gen celular normal, un protooncogén, como el ras. 


Varias líneas de evidencia apoyan un modelo 
de impacto múltiple de inducción del cáncer 


Como se ha señalado anteriormente e ilustrado por la transforma- 
ción oncogenética de células 3T3, se requiere de múltiples mutacio- 
nes para convertir un cuerpo celular normal en uno maligno. Según 
este modelo “de impacto múltiple”, los cánceres evolucionados (o “la 
supervivencia del más apto”) surgen por un proceso de selección clo- 
nal no muy diferente de la selección de animales individuales en una 
población grande. Aquí está el escenario, el cual podría o no aplicarse 
a todos los cánceres: una mutación en una célula, quizá en una célula 
madre, le daría una ligera ventaja de crecimiento. Una de las células 
de la progenie sufriría luego una segunda mutación que le permitiría 
a sus descendientes crecer de manera más incontrolada y formar un 
pequeño tumor benigno; una tercera mutación en una célula dentro 
de este tumor le permitiría aventajar en crecimiento a las otras y su- 
perar las restricciones impuestas por el microentorno del tumor, y su 
progenie formaría una masa de células, cada una de las cuales tendría 
estas tres mutaciones. Una mutación adicional en una de estas células 
le permitiría a su progenie escapar hacia el torrente sanguíneo y esta- 
blecer colonias hijas en otros sitios, el sello distintivo del cáncer me- 
tastásico. Este modelo hace dos predicciones fácilmente contrastables. 
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FIGURA EXPERIMENTAL 24-6 La incidencia de cánceres humanos 
aumenta en función de la edad. El marcado aumento en la incidencia con 
la edad es consistente con el modelo de impacto múltiple de inducción del 
cáncer. Nótese que el logaritmo de la incidencia anual se representa versus el 
logaritmo de la edad. (De B. Vogelstein y K Kinzler, 1993, Trends Gener 9:101) 


Primero, todas las células en un tumor dado deberían tener por lo 
menos algunas alteraciones genéticas en común. El análisis sistemático 
de células de tumores humanos individuales apoya la predicción de que 
todas las células son derivadas de un único progenitor. Recordemos que 
durante el desarrollo fetal de una hembra humana cada célula inactiva 
uno de los dos cromosomas X. Una mujer es un mosaico genético: la 


mitad de sus células tienen un X inactivado, y las restantes tienen el otro. 


X inactivado. Si un tumor no surgiera de un único progenitor, estaría 
compuesto de una mezcla de células con uno o el otro X inactivado. Sin 
embargo, se observa lo opuesto: todas las células en un tumor tomado de 
una mujer tienen el mismo cromosoma X inactivado. Diferentes tumo- 
res pueden estar compuestos por células con el X materno o el paterno 
inactivo. Segundo, la incidencia de cáncer debería aumentar con la edad 
debido a que puede tomar décadas para que las mutaciones requeridas 
ocurran. Asumiendo que la tasa de mutación es constante durante el 
período de una vida, entonces la incidencia de la mayoría de los tipos 
de cáncer sería independiente de la edad si solo una mutación fuera re- 
querida para convertir una célula normal en una maligna. De hecho, las 
estimaciones actuales sugieren que 5-6 “impactos”, o mutaciones, deben 
acumularse a medida que las células cancerosas más peligrosas emergen. 
Como muestran los datos en la Figura 24-6, la incidencia de muchos ti- 
pos de cáncer humano de hecho no aumenta drásticamente con la edad. 
Una evidencia más directa de que se requieren múltiples muta- 
ciones para la inducción de un tumor surge de ratones transgénicos. 
Una variedad de combinaciones de oncogenes puede cooperar con 
la causa del cáncer. Por ejemplo, se han hecho ratones que portan ya 
sea el oncogén dominante ras"? mutante (una versión de ras”) o el 
protooncogén c-myc, en cada caso bajo el control de un promotor/ 
amplificador específico de célula mamaria de un retrovirus. El pro- 
motor es inducido por niveles de hormona endógenos y reguladores 
específicos de tejido, lo que lleva a la sobreexpresión de c-myco ras''? 
en el tejido mamario. La proteína myc es un factor de transcripción 
que induce la expresión de muchos genes requeridos para la tran- 
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sición desde la fase G, a la fase 5 del ciclo celular. La transcripción 
aumentada de c-myc imita las mutaciones oncogénicas previamente 
identificadas que activan la transcripción de c-myc, lo que convierte el 
protooncogén en un oncogén. Por sí mismo, el transgén c-myc causa 
tumores solo después de 100 días y solo en unos pocos ratones; está 
claro que únicamente una fracción diminuta de las células mamarias 
que producen la proteína Myc en exceso se vuelven de hecho malig- 
nas. En forma similar, la sola producción de la proteína Ras"'” 
te causa tumores antes, pero aun así lentamente, y con cerca del 50% 
de eficiencia durante 150 días. Sin embargo, cuando los transgénicos 
c-myc y ras”!? son cruzados de manera que todas las células mamarias 
produzcan en exceso Myc y Ras'"”, los tumores surgen mucho más 
rápidamente y todos los animales sucumben al cáncer (Fig. 24-7). Ta- 
les experimentos hacen énfasis en los efectos sinérgicos de múltiples 
oncogenes. También sugieren que la latencia prolongada de la forma- 
ción de un tumor, incluso en los ratones transgénicos dobles, se debe 
a la necesidad de adquirir aún más mutaciones somáticas. 

Efectos cooperativos similares entre oncogenes pueden ser vis- 
tos en células en cultivo. Por ejemplo, la transfección de fibroblastos 


pea (fibroblastos 3T3 no inmortalizados) con cualquiera c-myc 
o ras” activado no es suficiente para 1 


mutan- 


a transformación oncogené- 
tica, mientras que cuando son transfectados juntos, los dos genes 
cooperan para transformar las célul 
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FIGURA 24-8 El desarrollo y la metástasis 
del cáncer colorrectal humano y sus 

bases genéticas. Una mutación en el 

gen supresor de tumores APC en una sola 
célula epitelial causa que la célula se divida, 
aunque las células circundantes no lo hagan, 

y se forme una masa localizada de células 
tumorales benignas, o un pólipo. Mutaciones 
subsiguientes llevan a la expresión de una 
proteína Ras constitutivamente activa y a la 
pérdida del gen supresor de tumores p53. Esto, 
junto con cambios genéticos que aún deben 
ser identificados, genera una célula maligna 

La célula continúa dividiéndose, y la progenie 
invade la lámina basal que rodea el tejido. 
Algunas células tumorales se diseminan a los 
vasos sanguíneos, que las distribuirán a Otros 
sitios en el cuerpo. Mutaciones adicionales 
permiten que las células tumorales salgan de los 
vasos sanguíneos y proliferen en sitios distantes; 
se dice que una persona con tal tumor tiene 
cáncer (Adaptado de B. Vogelstein y K Kinzler, 1993, Trends 


Gener 9:101) 


nos pueden obtener muestras bastante puras de muchos cánceres hu- 
manos, pero dado que el tumor se observa tan solo en un momento, su 
estadio exacto de progresión no puede ser fácilmente determinado. Una 
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excepción es el cáncer de colon, el cual evoluciona a través de estadios 
morfológicos definidos, bien caracterizados. Estos estadios intermedios 
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(pólipos, adenomas benignos y carcinomas) pueden ser aislados por un 
cirujano, y esto permite que cada una de las mutaciones que ocurren 
en cada uno de los estadios morfológicos sea identificada. Numerosos 
estudios demuestran que el cáncer de colon surge de una serie de mu- 
taciones que comúnmente ocurren en un orden bien definido, lo que 
provee un fuerte apoyo para el modelo de impacto múltiple (Fig. 24-8). 

El entendimiento de la progresión del cáncer de colon provino pri- 
mero del estudio de las predisposiciones heredadas a cáncer de colon 
como la poliposis adenomatosa familiar. Las mutaciones en la vía de 

señalización de Wnt han sido identificadas en muchos de estos sín- 
dromes, y ahora se cree que la desregulación de la señalización de Wnt 
resulta en la formación de pólipos (crecimientos precancerosos) en el 
interior de la pared del colon (no solo en personas con síndromes de 
poliposis heredados, sino también en aquellas afectadas por formas es- 
porádicas de cáncer de colon). APC (adenomatous polyposis coli) es 
un regulador negativo de la señalización de Wnt, el cual promueve la 
entrada al ciclo celular al activar la expresión del gen c-myc (véase Cap. 
16). De este modo, la ausencia de proteína APC funcional conduce a 
la producción inapropiada de Myc, y las células homocigotas para las 
mutaciones en APC proliferan a una velocidad mayor de lo normal y 
forman pólipos. Las mutaciones de pérdida de función en el gen APC 
son las más frecuentes encontradas en los estadios tempranos del cán- 
cer de colon. La mayoría de las células en un pólipo contienen las mis- 
mas una o dos mutaciones en el gen APC que resultan en su pérdida o 
inactivación, lo que indica que son clones de la célula en la cual ocurrió 
la mutación original. Así, APC es un gen supresor de tumores, y ambos 
alelos del gen APC deben portar una mutación inactivante para que 
se formen pólipos debido a que las células con un gen APC silvestre 
expresan suficiente proteína APC como para funcionar normalmente. 

Si una de las células en un pólipo experimenta otra mutación, esta 
vez una mutación inactivante del gen ras, su progenie se divide en for- 
ma aún más incontrolada y se forma un adenoma más grande. Le sigue 
la inactivación del gen p53, y esta resulta en la pérdida gradual de la 
regulación normal y la consecuente formación de un carcinoma ma- 
ligno (véase Fig. 24-8). La proteína p53 es un supresor de tumores que 
detiene la progresión a través del ciclo celular en respuesta al daño en el 
DNA. Mientras que los tres “impactos” listados aquí son por cierto par- 
tes cruciales del panorama, es probable que sean eventos genéticos de 
contribución adicional. Sin embargo, no todo cáncer de colon adquiere 
todas las últimas mutaciones o las adquiere en el orden representado en 
la Figura 24-8, De este modo, las diferentes combinaciones de mutacio- 
nes podrían resultar en el mismo fenotipo. 

Por lo general, el DNA de distintos carcinomas de colon humano 
contiene mutaciones en todos los tres genes: mutaciones de pérdida de 
función en los supresores tumorales APC y p53 y una mutación activan- 
te (de ganancia de función) en el oncogén dominante K-ras (uno de la 
familia de los genes ras), lo cual establece que las mutaciones múltiples 
en la misma célula son necesarias para la formación de cáncer. Pareciera 
que algunas de estas mutaciones confieren ventajas de crecimiento en 
un estadio temprano del desarrollo tumoral, mientras que otras pro- 
mueven los estadios posteriores, incluyendo la invasión y la metástasis, 
procesos requeridos para el fenotipo maligno. El número de mutaciones 
necesarias para la progresión del cáncer de colon podría parecer sor- 
prendente al principio, aparentemente una barrera efectiva a la tumori- 

génesis. Sin embargo, nuestros genomas están bajo un constante ataque. 
Estimaciones recientes indican que los pólipos que emergen esporádica- 
mente tienen cerca de 11 000 alteraciones genéticas en cada célula, aun- 


que es muy probable que solo unas pocas de estas sean relevantes para 
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cia, sino que su metabolismo energ 
malmente, las células diferenciadas dependen de la fosforilación oxida- 


tiva mitocondrial para satisfacer sus necesidades energéticas. Las células 
metabolizan la glucosa a dióxido de carbono mediante la oxidación del 
piruvato a través del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) en la mi- 
tocondria (véase Cap. 12). Solo en condiciones anaeróbicas las células 
experimentan glucólisis anaeróbica y producen grandes cantidades de 
lactato. En contraste con las células normales, la mayoría de las célu- 
las cancerosas dependen de la glucólisis para la producción de energía, 
independientemente de si los niveles de oxígeno están altos o bajos, y 
producen grandes cantidades de lactato (Fig. 24-9). La utilización de la 
glucólisis para producir energía incluso en presencia de oxígeno, llamada 
glucólisis aeróbica, fue descubierta primero en células cancerosas por el 
biólogo celular Otto Warburg y, por lo tanto, se llama efecto Warburg. 
Pr Pepa dns cal a lactato genera solo 2 moléculas de 
g'ucosa, mientras que la fosforilación oxidativa 
genera hasta 36 moléculas de ATP por molécula de glucosa. No está 
claro por qué las células cancerosas utilizan est 
generar energía, pero alguna de las difere 
células diferenciadas normales y | 
la respuesta. Mientras que las cé 
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replicación del DNA por lo general impide la entrada en la mitosis a 
menos que todos los cromosomas hayan replicado completamente su 
DNA. El punto de control del ensamblado del huso impide la entrada 
en la anafase a menos que todos los cromosomas replicados se anclen 
de manera apropiada al aparato del huso, y el punto de control de la 
posición del huso impide la salida de la mitosis y la citocinesis si los 
cromosomas segregan inapropiadamente. Una falla en los puntos de 
control de daño en el DNA y de ensamblado del huso causa anorma- 
lidades cromosómicas y segregación alterada, respectivamente, lo que 
lleva a aneuploidía. Los defectos en el punto de control de la posición 
del huso causan la formación de células tetraploides, las cuales lue- 
go, por medio de pérdidas de cromosomas, pueden también volverse 
aneuploides. El papel exacto de la aneuploidía en la tumorigénesis se 
está debatiendo, pero es claro que la aneuploidía causa cáncer. Las 
mutaciones que inducen inestabilidad genómica llevan a cáncer en 
ratones. Los síndromes humanos, como la aneuploidía variegada en 
mosaico, que causan segregación alterada de cromosomas incremen- 
tada también predisponen a los pacientes a ciertos cánceres, incluyen- 
do el tumor de Wilm y el rabdomiosarcoma. 


El análisis de una micromatriz de DNA de los 
patrones de expresión puede revelar diferencias 
sutiles entre células tumorales 


Tradicionalmente, las propiedades de las células tumorales y norma- 
les han sido estudiadas por tinción y MICroscopia. El pronóstico para 
muchos tumores podría ser determinado, dentro de ciertos límites, a 
partir de su histología. Sin embargo, 


tiene contenido informativo limitado, y 
las células tanto para entender la tumo- 


la sola apariencia de las células 
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de discernir las propiedades de PA 
rigénesis como para llegar a decisiones precisas y con un significado 
sobre el pronóstico y el tratamiento. | o 
Como hemos visto, los estudios genéticos pueden identificar la 
única mutación iniciadora o series de muta 
formación de células normales en tumorales, como en elc 
cer de colon. Sin embargo, después de estos eventos iniciales las células 


ciones que causan la trans- 
aso del cán- 


FIGURA 24-9 Producción de energía en células cancerosas por 
glucólisis aeróbica. En presencia de oxigeno, las células no proliferantes 
(diferenciadas) metabolizan la glucosa en piruvato por medio de la glucólisis 
El piruvato es luego transportado a la mitocondria, donde es introducido 

en el ciclo TCA. El oxígeno es requerido como el aceptor final de electrones 
durante la fosforilación oxidativa De este modo, cuando el oxigeno es 
limitante, las células metabolizan piruvato en lactato, lo que permite que la 
glucólisis continúe reciclando NADH de vuelta a NAD*. Las células cancerosas 
y las células proliferantes convierten la mayor parte de la glucosa en lactato 
independientemente de si el oxígeno está presente o no. La producción de 
lactato en presencia de oxígeno se llama glucólisis aeróbica. (Adaptado de Vander 
Heiden y cols, 2009, Science 324:1029 


de un tumor sufren una cascada de cambios que reflejan la interre- 
lación entre los sucesos iniciadores y las señales del exterior. Como 
resultado, las células tumorales pueden volverse bastante diferentes, 
incluso si surgen a partir de la misma mutación o de mutaciones ini- 
ciadoras. Aunque estas diferencias podrían no ser reconocidas a partir 
de la apariencia de las células, pueden ser detectadas a partir de los 
patrones de expresión génica de las células. Un análisis de una micro- 
matriz de DNA puede determinar la expresión de decenas de miles de 
genes simultáneamente, lo que permite que fenotipos complejos sean 
definidos a nivel genético molecular (véanse Figs. 5-29 y 5-30 para una 
explicación de esta técnica). 

La llegada de la micromatriz de DNA y la tecnología de secuencia- 
ción a gran escala están permitiendo un examen más detallado de las 
propiedades tumorales. No es sorprendente que los tumores prima- 
rios puedan a menudo ser distinguibles de los tumores metastásicos 
por el patrón de expresión génica. El análisis por micromatriz ahora 
también es utilizado en forma rutinaria para determinar la evolución 
de un paciente y el mejor curso de tratamiento para muchos tipos de 


cánceres. 


Los pacientes afectados por cáncer de mama tienen respuestas 

marcadamente distintas al tratamiento y resultados muy varia- 
bles. La quimioterapia y las terapias hormonales reducen el riesgo de 
metástasis en aproximadamente un 30%, pero el 70-80% de estos pa- 
cientes habría sobrevivido sin el tratamiento. De este modo, la deter- 
minación de qué paciente debería recibir quimioterapia para preve- 
nir la metástasis es una cuestión fundamental. Los análisis por micro- 
matrices han proporcionado un medio para tomar esta decisión. Los 
investigadores analizaron el perfil de expresión génica de cánceres de 
mama que aún no se habían diseminado a ganglios linfáticos vecinos 
(cánceres de mama no metastásicos). Identificaron 70 genes cuya ex- 
presión predice la probabilidad de metástasis con más del 90% de 
precisión (Fig. 24-10), Esta Arma de expresión génica “clasificadora” 
de mal pronóstico contenía genes involucrados en la progresión del 
ciclo celular, la invasión y la angiogénesis, lo que proveyó una base 
biológica de por qué la metástasis era más probable en este grupo de 
pacientes que en el grupo que carecia de esta firma de expresión géni- 
ca. Basándose en estos clasificadores de expresión génica, ahora po- 
dría ser más sencillo determinar qué pacientes se beneficiarán de las 
quimioterapias intensivas y cuáles no necesitarán este tratamiento 
agresivo. Análisis similares de los patrones de expresión génica de 
otros tumores probablemente mejoren la clasificación y el diagnósti- 
co, lo que permitirá decisiones informadas sobre los tratamientos y 
también proporcionará conocimientos sobre las propiedades de las 
células tumorales. E 
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FIGURA EXPERIMENTAL 24-10 Las diferencias en los patrones de 
expresión génica determinadas por análisis de micromatrices de DNA 
pueden predecir el comportamiento metastásico de los cánceres de 
mama. Muestras de mRNA fueron extraídas de 78 pacientes con cáncer de 
mama (de 55 años de edad y más jóvenes) que portaban tumores de mama 
esporádicos que aún no se habían extendido a los ganglios linfáticos vecinos 

El análisis de micromatrices de DNA del RNA extraído determinó los niveles 

de transcripción de cerca de 25 000 genes en cada una de las 78 muestras 
experimentales (véanse Figs. 5-29 y 5-30 para una descripción del análisis de 
micromatrices). Luego se determinó una firma de expresión génica de 70 
genes como pronóstico. Primero se identificaron todos los genes que eran 
sobreexpresados en más de 1 de los 78 tumores. El coeficiente de correlación 
de la expresión para cada gen con la evolución de la enfermedad (los pacientes 
que estaban libres de metástasis después de 5 años versus los pacientes que 
desarrollaron metástasis distantes en un plazo de 5 años) fue luego calculado, y 
se halló que 231 genes estaban significativamente asociados con la evolución 
de la enfermedad. Después, los genes fueron seleccionados y se eliminaron 
aquellos con poder de predicción más bajo hasta que se determinó un 
conjunto de genes cuyos patrones de expresión clasiicaban pacientes con mal 
pronóstico con más de un 90% de precisión. Se muestra la firma de expresión 
génica clasificadora de estos 70 genes. En el diagrama de agrupación, cada 

fila representa un tumor, y cada columna vertical contiene datos para un solo 
gen del conjunto de 70 genes. Un color rojo intenso indica un alto nivel de 
transcripción de ese gen; verde intenso indica lo opuesto. Los genes fueron 
agrupados según sus patrones similares de hibridación. Los pacientes por 
encima de la línea amarilla tienen una buena firma de pronóstico; por debajo 
de la línea amarilla la firma de pronóstico es mala. El estado de metástasis 

de cada paciente se muestra a la derecha. El blanco indica que los pacientes 
desarrollaron metástasis distantes en un plazo de 5 años después del 
diagnóstico inicial; el negro indica que los pacientes estuvieron libres de la 


enfermedad por al menos 5 años. (De L. J van'1 Veer, 2002, Nature 415:5 30 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 24.1 


Células tumorales y aparición del cáncer 


- El cáncer es una aberración fundamental en el comportamiento ce- 
lular, e involucra muchos aspectos de la biología celular molecular. La 
mayoría de los tipos celulares del cuerpo pueden dar origen a células 
tumorales malignas (cáncer). 

élulas cancerosas pueden multiplicarse en ausencia de al menos 
promotores del crecimiento requeridos para la proli- 
males y son resistentes a las señales que por 
(apoptosis). 


* Las c 
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- El modelo de impacto múltiple, 
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cogénicos y mutaciones en los genes 


dad genética de l 
la incidencia de los cánceres 
cooperativo de los transgenes on 
supresores de tumores en la formación de tumores en ratones. 
- El cáncer de colon se desarrolla a través de estadios morfológicos de- 
finidos que comúnmente están asociados con mutaciones en genes su- 


presores de tumores específicos y en protooncogenes. 


. Las células cancerosas difieren de las células normales en formas 
fundamentales. Es particularmente sorprendente cómo se modifica el 
metabolismo energético hacia la glucólisis, un proceso conocido como 


efecto Warburg. 


- La mayoría de las células tumorales humanas son aneuploides, y 
contienen una cantidad anormal de cromosomas (usualmente, dema- 
siados). La falla de los puntos de control del ciclo celular que por lo 
general detectan DNA no replicado, ensamblado incorrecto del huso o 
segregación alterada de cromosomas permite que las células aneuploi- 
des se originen. 


« Los análisis por micromatriz de DNA pueden identificar diferencias 
en la expresión génica entre tipos de células tumorales que son indis- 
tinguibles mediante los criterios tradicionales y puede ser utilizado 
para predecir la evolución de un paciente. 


24.2 La base genética del cáncer 
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vés del estadio G, del ciclo celular o mutaciones activantes en genes que 
codifican proteínas que impulsan a las células a través del ciclo celular. 
Asimismo, una proteína Ras constitutivamente activa u otra proteína de 
transducción de la señal activada es encontrada en varios tipos de tumo- 
res humanos que tienen orígenes diferentes. De este modo, la malignidad 
y los intrincados procesos para controlar el ciclo celular analizados en el 


Capítulo 19 son dos caras de la misma moneda. En la serie de eventos 
los oncogenes se combinan con 


que llevan al crecimiento de un tumor, 
ro completo de 


mutaciones supresoras de tumores para originar el espect 


propiedades de las células tumorales descritas en la sección previa. 
consideramos los tipos generales de mutaciones 


y vemos cómo ciertos virus pueden causar cán- 
por qué algunas mutaciones heredadas au- 
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ue un oncogén es cualquier gen que codifique una pro- 
formar células en cultivo, por lo general en combi- 
nación con otras alteraciones celulares, O de inducir cáncer en animales. 
De los muchos oncogenes conocidos, todos excepto unos pocos son de- 
rivados de genes celulares normales (protooncogenes), cuyos productos 
silvestres promueven la proliferación celular u otras características im- 
portantes para el cáncer. Por ejemplo, el gen ras estudiado previamente es 
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FIGURA 24-11 Siete tipos de proteínas que participan 
en el control del crecimiento celular y la proliferación. 
El cáncer puede resultar de la expresión de formas mutantes 
de estas proteinas. Las mutaciones que cambian la 
estructura o la expresión de las proteinas que normalmente 
promueven el crecimiento celular por lo general dan 

origen a oncogenes dominantes activos Muchas, pero no 
todas, las moléculas de señalización extracelulares (1), los 
receptores de las señales (II), las proteínas de transducción 
de la señal (111) y los factores de transcripción (IV) están en 
esta categoria. Las proteínas de control del ciclo celular (V) 
que funcionan para restringir la proliferación celular y las 
proteínas de reparación del DNA (VI) son codificadas por 
genes supresores de tumores. Las mutaciones en estos 
genes actúan recesivamente, incrementando en gran 
medida la probabilidad de que las células mutantes se 
vuelvan células tumorales o de que ocurran mutaciones 

en otras clases. Las proteínas apoptósicas (VII) incluyen 
supresores tumorales que promueven la apoptosis y 
oncoproteínas que promueven la supervivencia de la célula. 
Las proteínas codificadas por virus que activan receptores 
de las señales (la) también pueden inducir cáncer. 
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un protooncogén que codifica una proteína de transducción de la señal 
intracelular que promueve la progresión controlada a través del ciclo ce- 
lular; el gen mutante ras” derivado de ras es un oncogén cuya proteína 
codificada provee una señal promotora del crecimiento excesivo O in- 
controlado. Otros protooncogenes codifican moléculas de señalización 
promotoras de la señal y sus receptores, proteínas antiapoptóticas (su- 
pervivencia celular) y algunos factores de transcripción. 

En general, la conversión, o activación, de un protooncogén a un 
oncogén involucra una mutación de ganancia de función. Al menos cua- 
tro mecanismos pueden producir oncogenes a partir de los correspon- 
dientes protooncogenes: 

1. Mutación puntual (cambio en un solo par de bases) en un protoon- 
cogén que resulta en un producto proteico hiperactivo o constitutiva- 
mente activo. 

2. Translocación cromosómica, que fusiona dos genes juntos para pro- 


ducir un gen híbrido que codifica una proteína quimérica cuya actividad, 
a diferencia de la de las proteínas parentales, a menudo es constitutiva. 


3. Translocación cromosómica, que pone un gen regulador del crec- 
imiento bajo el control de un promotor diferente que causa la ex- 
presión inapropiada del gen. 

4. Amplificación (replicación anormal del DNA) de un segmento de 


DNA que incluye un protooncogén, de manera que existan numerosas 
copias, lo cual lleva a la sobreproducción de la proteína codificada. 
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Un oncogén formado por cualquiera de los primeros dos meca- 
nismos codifica una “oncoproteína” que difiere de la proteína normal 
codificada por el protooncogén correspondiente. En contraste, los 
otros dos mecanismos generan oncogenes cuyos productos proteicos 
son idénticos a las proteínas normales; su efecto oncogénico se debe a 
la producción a niveles más altos de lo normal o en células en las que 
normalmente no son producidos. 

La amplificación localizada del DNA para producir tantas como 
100 copias de una región dada (usualmente una región que abarca 
cientos de kilobases) es un cambio genético común visto en tumores. 
En general, un evento tal sería reparado o la célula detendría el ciclo 
debido al punto de control, de manera que tales lesiones implican un 
defecto en la reparación de DNA (cuidador) de algún tipo. Esta ano- 
malía puede tomar cualquiera de dos formas: el DNA duplicado puede 
estar organizado uno detrás del otro en un solo sitio en un cromosoma, 
O puede existir como pequeñas, estructuras independientes similares 
a un minicromosoma. El primer caso conduce a una región homogé- 
neamente teñida que es visible en el microscopio óptico en el sitio de la 
amplificación; el último caso produce cromosomas extra “diminutos”, 
separados de los cromosomas normales que aparecen en un preparado 
cromosómico teñido (Fig. 24-12). 

Como sea que surjan, las mutaciones de ganancia de función que 
convierte a los protooncogenes en oncogenes son genéticamente domi- 
nantes; esto es, la mutación en solo uno de los dos alelos es suficiente 
para la inducción del cáncer. Véase el Cuadro 24-1 para una compara- 
ción de las distintas clases de genes relacionados con el cáncer. 


A La amplificación de genes puede involucrar un pequeño número 


de genes, como el gen N-myc y su vecino DDX1, los cuales son 
amplificados en el neuroblastoma, o una región cromosómica que 


(a) 


FIGURA EXPERIMENTAL 24-12 Las amplificaciones de DNA en 
cromosomas teñidos toman dos formas, visibles con el microscopio 
óptico. (a) Regiones homogéneamente tenidas en un cromosoma humano de 
una célula de neuroblastoma. Los cromosomas están uniformemente tenidos 
con un colorante azul de manera que todos puedan ser vistos. Secuencias 
especificas de DNA fueron detectadas usando hibridación in situ con 
Auorescencia (FISH) en la cual clones de DNA marcados con fluorescencia son 
hibridados a DNA desnaturalizado en los cromosomas. El par de cromosomas 

4 se marca (rojo) por hibridación in situ a un gran clon de DNA que contiene 


4 
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gión particular del : 
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ma de mama, con cuatro regiones cromosómicas 


tudió para detectar genes amplificados, y 
s genes también fueron estudiados en 


ón génica. Una línea 


celular de carcino 
amplificadas conocidas, se es 


los niveles de expresión de eso 
micromatrices. Se encontró que 50 genes estaban amplificados, pero 


solo 5 estaban también altamente expresados. Estos 5 eran mejores 
candidatos a ser nuevos oncogenes, ya que es menos probable que los 
genes amplificados que no son altamente expresados contribuyan al 
crecimiento tumoral. A medida que las aproximaciones por microma- 
trices y por secuenciación del genoma entero se vuelven más baratas, 
es posible que los tumores de pacientes individuales sean rutinaria- 
mente analizados de esta manera para determinar qué mutaciones 
oncogénicas subyacen al tumor. El tratamiento podría entonces estar 
adaptado específicamente al tumor del paciente. Ml 
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Cuadro 24-1 | Clases de genes implicados en la aparición del cáncer 


Función normal de 
los genes 


Ejemplos de productos 
génicos 


Propiedades 
genéticas del 
gen mutante 


Origen de las 
mutaciones 


Efecto de la 
mutación 


Protooncogenes Promueven la 
supervivencia de las 


células o la prolife- 


componentes de vías de 


ración 


la proliferación, factores de 


transcripción 
, 


Proteínas antiapoptóticas, 


señalización y de transducción 
de señales que resultan en 


Surgen por mu- 
tación puntual, 
translocación 


Las mutaciones 
son genética- 
mente domi- 


Mutaciones de 
ganancia de función 
permiten la prolifera- 


ción y supervivencia cromosómica, 


amplificación 


nantes 


celular no reguladas 


Inhiben la supervi- 
vencia de la célula o 
la proliferación 


Genes supresores 
de tumores 


Proteínas que promueven la 
apoptosis, inhibidores de la 
progresión del ciclo celular, 
proteínas de control de los 
puntos de control que evalúan 


Surgen por dele- 
ción, mutación 
puntual, metila- 
ción 


Las mutaciones 
son genética- 
mente recesivas 


Mutaciones de pérdi- 
da de función permi- 
ten la proliferación y 
supervivencia celular 
no reguladas 


daño en el DNA/cromosómi- 


co, componentes de vías de 
señalización que limitan la 


proliferación celular 


Genes cuidadores Reparan o previenen 


el daño en el DNA DNA 


Enzimas de reparación del 


Mutaciones de Las mutaciones Surgen por 


pérdida de función son genética- deleción, 
permiten que las mu- mente recesivas mutación puntual, 
metilación 


taciones se acumulen 
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Los virus que causan cáncer contienen oncogenes 
o activan protooncogenes celulares 


Los estudios pioneros por Peyton Rous que comenzaron en 1911 con- 
dujeron al reconocimiento inicial de que un virus podría causar cáncer 
cuando es inyectado en un huésped animal adecuado. Muchos años 
después, los biólogos moleculares mostraron que el virus del sarcoma 
de Rous es un retrovirus cuyo genoma de RNA es transcrito de for- 
ma inversa a DNA, el cual es incorporado en el genoma de la célula 
huésped (véase Fig. 4-49). Además de los genes “normales” presentes 
ransformadores oncogénicos como 
RSV contienen un oncogén: en el caso de RSV, el gen v-src. Los estudios 
subsiguientes con formas mutantes de RSV demostraron que solo el 
gen v-src, no los otros genes virales, era requerido para la inducción 


en todos los retrovirus, los virus t 


del cáncer. 
A finales de la década de 1970, los científicos se sorprendieron al 


normales de pollos y otras especies contienen 
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én, en general se distingue del gen 
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ando, o transduciendo, 
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ón porque sus genomas contienen 
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- e estos peligrosos virus 
esto se descubrió trar que pelg 


estaban volviendo los 


Debido a que su genoma porta el potente oncogén v-src, el RSV 
de transducción induce tumores en cuestión de días. En contraste, la 
mayoría de los retrovirus oncogénicos inducen cáncer sólo después de 
un período de meses o años. Los genomas de estos retrovirus de acción 
lenta, los cuales son débilmente transformadores, difieren de aquellos 
de los virus de transducción en un aspecto crucial: carecen de un on- 
cogén. Todos los retrovirus de acción lenta, o de “latencia prolongada”, 
parecen causar cáncer al integrarse en el DNA de la célula huésped cer- 
ca de un protooncogén celular y activando su expresión. Las secuencias 
de repeticiones terminales largas (LTR, long terminal repeat) en el DNA 
retroviral integrado pueden actuar como un amplificador o promotor 
para un gen celular cercano, y estimular de este modo su transcripción. 
Por ejemplo, en las células de tumores causados por el virus de la leu- 
cemia aviar (ALV), el DNA retroviral es insertado cerca del gen c-myc. 
Estas células sobreproducen la proteína c-Myc; como se ha visto antes, 
la sobreproducción de c-Myc causa una proliferación anormalmente 
rápida de las células. Los virus de acción lenta actúan con lentitud por 
dos razones: la integración cerca de un protooncogén (c-myc) es un 
evento aleatorio, raro, y las mutaciones adicionales tienen que ocurrir 
antes de que un tumor maduro se vuelva evidente. 

En las poblaciones naturales de aves y ratones, los retrovirus de ac- 
ción lenta son mucho más comunes que aquellos que contienen onco- 
genes, como el virus del sarcoma de Rous. Así, la activación por inser- 
ción de un protooncogén es probablemente el mayor mecanismo por el 
cual los retrovirus causan cáncer. Aunque el único retrovirus conocido 
que causa tumores humanos es el virus de la leucemia/linfoma de las 
células T (HTLV, human T-cells leukemia/lymphoma virus), la enorme 
inversión en el estudio de los retrovirus como un modelo para el cán- 
cer humano ha dado fruto tanto en el descubrimiento de oncogenes 
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celulares como en el entendimiento sofisticado de los retrovirus, el cual 
más tarde aceleró el progreso en el virus del HIV que causa sida. 

Unos pocos virus de DNA también son oncogénicos. A diferencia de 
la mayoría de los virus de DNA que infectan las células animales (véa- 
se Cap. 4), los virus de DNA oncogénicos integran su DNA viral en el 
genoma de la célula huésped. El DNA viral contiene uno o más onco- 
genes, los cuales permanentemente transforman las células infectadas. 
Por ejemplo, muchas verrugas y otros tumores benignos de células epi- 
teliales son causados por los virus del papiloma humano que contienen 
DNA (HPV). Un resultado médicamente mucho más serio de la infec- 
ción por HPV es el cáncer de cuello de útero, el tercer tipo de cáncer 
más común en mujeres después del cáncer de pulmón y el de mama. Se 
cree que la prueba de Papanicolaou, utilizada para muestrear el tejido 
del cuello uterino y detectar posibles cánceres, ha reducido la tasa de 
mortalidad en un 70%. Sin embargo, miles de mujeres aún mueren de 
cáncer de cuello de útero cada año, y algunas de estas muertes podrían 
haberse evitado si se hubiese hecho el estudio de detección. Afortunada- 
mente, no todas las infecciones por HPV conducen a cáncer. Aprendere- 
mos más sobre las oncoproteínas del HPV más adelante en este capítulo. 

A diferencia de los oncogenes retrovirales, los cuales son derivados 
de los genes celulares normales y no tienen una función para el virus 
excepto permitir su proliferación en tumores, los oncogenes conoci- 
dos de los virus de DNA son partes integrales del genoma viral y se 
requieren para la replicación viral. Como se analiza más adelante, las 
oncoproteínas expresadas a partir de DNA viral integrado en células 
infectadas actúan de varias maneras para estimular el crecimiento ce- 

lular y la proliferación. 


Las mutaciones de pérdida de función en los genes 
supresores de tumores son oncogénicas 


Los genes supresores de tumores generalmente codifican proteínas que 
de una forma u otra inhiben la proliferación celular. Las mutaciones 
de pérdida de función en uno o más de estos “frenos” contribuyen al 
desarrollo de muchos cánceres. Cinco proteínas prominentes entre las 
clases de proteínas codificadas por genes supresores de tumores son las 
siguientes: 


1. Proteínas intracelulares que regulan, o inhiben, la entrada en el ciclo 
celular (p. ej., p16 y Rb para G.). 


2. Receptores o transductores de señales para hormonas secretadas o 
señales del desarrollo que inhiben la proliferación celular (p. ej., TGFB 
y el receptor de hedgehog Patched). 


3. Proteínas de control de los puntos de control que detienen el ciclo 
celular si el DNA es dañado o si el aparato de segregación cromosómica 
es anormal (p. ej., p53). 


4. Proteínas que promueven la apoptosis. 
5. Enzimas que participan en la reparación del DNA. 


Dado que por lo general una copia de un gen supresor de tumores basta 
para controlar la proliferación celular, ambos alelos de un gen supresor 
de tumores deben ser perdidos o inactivados para promover el desarro- 
llo tumoral. De este modo, las mutaciones de pérdida de función onco- 
génicas en genes supresores de tumores son a menudo genéticamente 
recesivas (véase Cuadro 24-1). En este contexto, “recesivo” significa que 
si existe al menos un gen funcional que produce aproximadamente 
la mitad de la cantidad usual de producto proteico, la formación del 
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no transcritas del DNA (véase Cap. 7). 


Las mutaciones heredadas en los genes supresores 
de tumores aumentan el riesgo de cáncer 


Los individuos con mutaciones heredadas en genes supresores de tu- 
mores tienen una predisposición hereditaria para ciertos cánceres. Por 
lo general, dichos individuos heredan una mutación de la línea germi- 
nal en un alelo del gen; una mutación somática del segundo alelo facili- 
ta la progresión del tumor. Un caso clásico es el retinoblastoma, el cual 
es causado por la pérdida de la función de RB, el primer gen supresor 
de tumores en ser identificado. Como analizaremos más adelante, la 
proteína codificada por RB regula la entrada en el ciclo celular. 


Retinoblastoma hereditario versus esporádico Los niños con reti- 
noblastoma hereditario heredan una sola copia defectuosa del gen RB, 
algunas veces vista como una pequeña deleción en una de las dos copias 
del cromosoma 13. Los niños desarrollan varios tumores retinianos a 
temprana edad y generalmente en ambos ojos. La deleción o la muta- 
ción del gen RB normal en el otro cromosoma es un paso esencial en la 
formación del tumor, lo que da origen a una célula que no produce una 
proteína Rb funcional (Fig. 24-13a). En contraste, los individuos con 
retinoblastoma esporádico heredan dos alelos de RB normales, cada 
uno de los cuales ha sufrido una mutación somática de pérdida de fun- 
ción en una única célula retinal (Fig. 24-13b). Debido a que perder dos 
copias del gen RBes mucho menos probable que perder una, el retino- 
blastoma esporádico es raro y usualmente afecta un solo ojo. 
Si los Jumazes retinianos son extirpados antes de que se vuelvan 
A E hereditario pen frecuencia sO0- 
aculta y pueden tener hijos, pero tienen un riesgo 
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FIGURA 24-13 Papel de una mutación somática espontánea en el 
retinoblastoma. Esta enfermedad está marcada por tumores retinales 

que surgen a partir de células que portan dos alelos RB' mutantes. (a) En el 
retinoblastoma hereditario (familiar), un niño hereda un alelo RB' normal de 
un padre y un alelo RB" mutante del otro padre. Una sola mutación en una 
célula retinal somática heterocigota que inactiva el alelo normal producirá 
una célula que carece de la función del gen Rb debido a dos mutaciones. (b) 
En el retinoblastoma esporádico, un niño hereda dos alelos RB' normales 

Se requiere de dos mutaciones somáticas separadas en una célula retinal 
particular o en su progenie para producir una célula homocigota RB /RB 


Como veremos en breve, muchos tumores humanos (no solo los 
tumores retinianos) contienen alelos RB mutantes o mutaciones que 
afectan otros componentes de la misma vía; la mayoría de estos surgen 
como resultado de mutaciones somáticas. Aunque los casos de retino- 
blastoma hereditario suman unos 100 por año en los Estados Unidos, 
cerca de 100 000 otros casos de cáncer cada año involucran mutaciones 


de RB adquiridas después de la concepción. 


Formas heredadas de cáncer de colon y cáncer de mama Una pre- 
disposición hereditaria similar para otros cánceres ha sido asociada con 
las mutaciones heredadas en otros genes supresores de tumores. Por 
ejemplo, los individuos que heredan una mutación en la línea germinal 
en un alelo APC desarrollan miles de pólipos intestinales precancerosos 
(véase Fig. 24-8). Puesto que existe una alta probabilidad de que uno o 
más de estos pólipos progresen hacia la malignidad, dichos individuos 
tienen un riesgo muy incrementado de desarrollar cáncer de colon an- 
tes de los 50 años. El estudio de detección de pólipos por colonoscopia 
es una buena idea para personas de 50 años o mayores, incluso cuando 
se sabe que no existe una mutación en APC presente. De igual modo, 
las mujeres que heredan un alelo mutante de BRCA-1, otro gen supre- 
sor de tumores, tienen un 60% de probabilidades de desarrollar cáncer 
de mama hacia los 50 años, mientras que aquellas que heredan dos 
alelos BRCA-1 normales tienen un 2% de probabilidades de que esto 
ocurra. Las mutaciones heterocigóticas en BRCA-1 también aumentan 
el riesgo de por vida de cáncer de ovario del 2 al 15-40%. La proteína 
BRCA-1 está involucrada en la reparación del daño del DNA inducido 


por radiación. En mujeres con cáncer de mama hereditario. la pérdida 
del segundo alelo BRCA-1, junto con otras mutaciones, se requiere para 
que una célula del conducto mamario normal se vuelva maligna. Sin 
embargo, por lo general BRCA-1 no está mutado en el cancer de mama 


esporádico, no heredado. 


Pérdida de la heterocigosidad Claramente, entonces, podemos he- 
redar una propensión al cáncer al recibir un alelo dañado de un gen 


he- 


terocigotos para la mutación. En general, este hecho en si mismo no 


supresor de tumores de uno de nuestros padres; es decir, Somos 


causará cáncer; puesto que el alelo normal restante impide el creci- 
miento aberrante, el cáncer es recesivo. Como hemos visto, la pérdida 
subsiguiente o inactivación del alelo normal en una célula somática, 
referida como pérdida de la heterocigosidad, es usualmente la manera 
en que un cáncer se desarrolla. Un mecanismo para la pérdida de la 
heterocigosidad involucra la segregación alterada de los cromosomas 
que portan el gen supresor de tumores afectado durante la mitosis 
(Fig. 24-14a). Este proceso, también referido como no disyunción, es 
provocado por una falla en el punto de control del ensamblado del 
huso, el cual normalmente impide que una célula en metafase con un 
huso mitótico anormal complete la mitosis (véase Fig. 19-35). Otro 
mecanismo común para la pérdida de la heterocigosidad es la recom- 
binación mitótica entre una cromátida que porta un alelo silvestre 
y una cromátida homóloga que porta un alelo mutante. Como se 
ilustra en la Figura 24-14b, la segregación cromosómica subsiguiente 
puede generar una célula hija que es homocigota para el alelo supre- 
sor de tumores mutante. Un tercer mecanismo es la deleción o mu- 
tación de la copia normal del gen supresor de tumores; tal deleción 
puede abarcar una gran región cromosómica y no necesita ser una 
deleción precisa de solo el gen supresor de tumores. 

Las estimaciones varían, pero se cree que los cánceres heredita- 
rios, es decir, aquellos que surgen debido en parte a una versión here- 
dada de un gen, constituyen cerca del 10% de los cánceres humanos. 
Es probable que nuevos estudios sobre la contribución de los genes 
humanos aumenten este porcentaje. Sin embargo, es importante re- 
cordar que la mutación en la línea germinal heredada no es suficiente 
para provocar el desarrollo de un tumor. En todos los casos, no solo 
debe perderse o inactivarse el alelo supresor de tumores normal he- 
redado, sino que las mutaciones que afectan otros genes también son 
necesarias para que el cáncer se desarrolle. Así, una persona con una 
mutación recesiva en un gen supresor de tumores puede ser excep- 
cionalmente susceptible a mutágenos ambientales como la radiación. 


Los cambios epigenéticos pueden contribuir 
a la tumorigénesis 


Hemos visto cómo las mutaciones pueden debilitar el control del cre- 
cimiento mediante la inactivación de genes supresores de tumores. Sin 
embargo, estos tipos de genes también pueden ser silenciados por es- 
tructuras de cromatina represivas. En años recientes, la importancia de 
los complejos de remodelación de la cromatina, como el complejo SWI/ 
SNE, en el control transcripcional se ha vuelto cada vez más claro. Estos 
grandes y diversos complejos multiproteicos tienen en su centro una he- 
licasa dependiente de ATP y a menudo controlan la modificación de his- 
tonas y la remodelación de la cromatina (véase Cap. 7). Por ejemplo, los 
complejos SWI/SNF producen cambios en las posiciones o las estruc- 
turas de los nucleosomas al volver a los genes accesibles o inaccesibles 
a las proteínas de unión al DNA que controlan la transcripción. Si un 
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aberrante 3:1 


Muere 
Pérdida aleatoria 


del cromosoma extra 
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para el alelo mutante 


Heterocigoto para 
el alelo mutante 


FIGURA 24-14 Dos mecanismos para la pérdida de la heterocigosidad 
de los genes supresores de tumores. Una célula con un alelo normal y uno 
mutante de un gen supresor de tumores por lo general es fenotípicamente 
normal. (a) Si la formación del huso mitótico es defectuosa, entonces los 
cromosomas duplicados que portan los alelos normal y mutante podrían 
segregar en una proporción aberrante de 3:1. Una célula hija que recibe 

tres cromosomas de un tipo puede perder uno y restaurar el número 2n de 
cromosomas normal. A veces, la célula resultante contendrá un alelo normal 


gen es normalmente activado o reprimido por cambios en la cromatina 
mediados por SWI/SNF, las mutaciones en los genes que codifican las 
proteínas SWI o SNF producirán cambios en la expresión del gen dia- 
na. Los estudios con ratones transgénicos sugieren que SWI/SNF tiene 
un papel en la represión de los genes E2F, inhibiendo de este modo la 
progresión a través del ciclo celular. Así, la pérdida de función de SWI/ 
SNE, al igual que la pérdida de función de Rb, puede conducir a un cre- 
cimiento excesivo y quizá, a cáncer. En efecto, en ratones, la proteína Rb 
recluta a las proteínas SWI/SNF para reprimir la transcripción del gen 
E2F. Rb reprime genes a través de este efecto en E2F y por medio del re- 
clutamiento de desacetilasas de histonas y metiltransferasas de histonas. 

La evidencia reciente en seres humanos y ratones ha implicado 
fuertemente al gen SNFS en el cáncer. Snf5 es un miembro del centro 
del complejo SWI/SNF. En seres humanos, las mutaciones somáticas 
inactivantes en SNF5 producen tumores rabdoides, los cuales por lo 
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(b) Recombinación mitótica 


Heterocigoto 
para el alelo mutante 


Duplicación 
cromosómica 


Recombinación entre 
cromátidas homólogas 


Segregación 
cromosómica 
normal 2:2 


Homocigoto 
para el alelo mutante 


Homocigoto para 
el alelo normal 


y un alelo mutante, pero a veces será homocigótica para el alelo mutante 
Nótese que tal aneuploidía (constitución cromosómica anormal) por lo 
general es dañina o letal para células relativamente no diferenciadas que 
deben desarrollarse en muchas estructuras complejas de un organismo pero 
a menudo pueden ser toleradas en clones de células que tienen destinos y 
deberes limitados. (b) La recombinación mitótica entre un cromosoma con 
un alelo silvestre y un alelo mutante, seguida de la segregación cromosómica, 
puede producir una célula que contenga dos copias del alelo mutante. 


si A me riñón, y una disposición heredada (familiar) de 

. s cerebrales y de otro tipo. En ratones, el 15-30% de los 
heterocigotos snf5/snf5* desarrollan tumores rabdoides y en todos los 
casos las células tumorales han perdido el alelo ámetonal remanente. 
Dado que no se conocía nada acerca del mecanismo involucrado, los 
rm iS micromatrices fueron utilizados para descubrir los cam- 
en pe ei a Estos estudios mostraron la similitud 
le pérdida de SNE e prince ratón y de ser humano y que 
ciclo ali a la expresión aumentada de los genes del 
de remodelación de la ponia regulados por E2FE Con los complejos 
control transcripcional ht involucrados en tantos aspectos del 
estén relacionados con e A SWI/SNF y complejos similares 
ciones en Brgl, el cual de $ ae En seres humanos, las muta” 
sido encontradas en a pee catalítica de SWI/SNF, han 

Stata, pulmón y mama. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 24.2 
La base genética del cáncer 


- Las mutaciones de ganancia de funció : 
e fun ilios 
enes y las mutaciones de pérdi PON dominantes en los protoonco- 
genes yl aciones de pérdida de función recesivas en genes supre- 
soras de tumores son oncogénicas. 


« Entre las proteínas codificadas por 
ls señalivació das por protooncogenes, están las proteí- 
nas de señalización promotoras del crecimiento y sus receptores, las 
, sá Ñ > 
proteínas de transducción de señales, factores de transcripción y pro- 
teínas apoptóticas (véase Fig. 24-11). 


- Una mutación inactivante S 

. pe ante de uno de los dos alelos de un protoonco- 
gén lo comerte en un oncogén. Esto puede ocurrir por una mutación 
puntual, amplificación génica, translocación génica o sobreexpresión. 


- El primer oncogén humano en ser identificado codifica una forma 
constitutivamente activa de Ras, una proteína de transducción de la 
señal. Este oncogén fue aislado del carcinoma de vejiga humano (véase 
Fig. 24-5). 


« Los genes supresores de tumores codifican proteínas que directa o 
indirectamente interfieren con la progresión a través del ciclo celular, 
tales como proteínas de control de los puntos de control que detienen 
el ciclo celular en respuesta a defectos en el ciclo celular, componentes 
de las vías de señalización que inhiben el crecimiento, proteínas proa- 
poptóticas, reguladores de actividades cinasa y enzimas de reparación 


del DNA. 


- El primer gen supresor de tumores en ser reconocido, RB, está mutado 
en el retinoblastoma y en muchos otros tumores; algún componente de 
la vía de RB está alterado en la mayoría de los tumores. 


« La herencia de un solo alelo mutante de RB aumenta sobremanera la 
probabilidad de que un tipo específico de cáncer se desarrolle, como 
es el caso de muchos otros genes supresores de tumores (p. ej., APC y 


BRCA-1). 


- En individuos nacidos heterocigotos para un gen supresor de tumo- 


res, una célula somática puede experimentar pérdida de heterocigosi- 


dad por recombinación mitótica, segregación cromosómica alterada, 


mutación, silenciamiento génico O deleción (véase Fig. 24-14). 
uidadores son genéticamente recesivas, 
cional es por lo general suficiente 
A. Sin embargo, una sola copia 
a de la heterocigosidad. 


- Las mutaciones en los genes C 
ya que tener siquiera una copia fun 
para prevenir un daño serio en el DN 
deja al portador sujeto a una posible pérdid 
«Las mutaciones que afectan los factores modificadores de la cromatina 
n en el control transcripcional, tales como el complejo 


que participa : 
e la cromatina SWI/SNE, están asociadas con una 


de remodelación d 
variedad de tumores. 


24.3 Cáncer y alteración de las vías reguladoras 


del crecimiento 

s con mayor detalle cómo la desregu- 
1hibidores del crecimiento contri- 
zaremos cómo la utilización de 


En esta sección, examinaremo 
lación de las vías de señalización 1 


buye a la tumorigénesis. Primero anali 


modelos en ratón de cánceres humanos ha contribuido a dar forma 
a nuestro entendimiento del proceso de carcinogénesis. Luego exa- 
minaremos con mayor detalle cómo las mutaciones que resultan en 
la actividad desregulada, constitutiva, de ciertas proteinas o en su so- 
breproducción promueven la proliferación celular y la transforma- 
ción, seguido por un análisis de cómo las mutaciones de pérdida de 
función en las vías de diferenciación contribuyen a la tumorigénesis. 
Finalizaremos esta sección con una descripción de cómo el análisis 
molecular de tumores está cambiando la manera en la que el cáncer 
es tratado. La medicina personalizada (la capacidad de diagnosticar 
tumores individuales a nivel molecular y de designar tratamientos 
para el cáncer específico de un paciente) es probable que se convierta 


en una realidad en el siglo xxi. 


Los modelos en ratón del cáncer humano nos 
enseñan acerca del inicio de la enfermedad y su 


progresión 


Los ratones modificados genéticamente han provisto enormes cono- 
cimientos sobre los pasos del inicio de un tumor y su progresión. 
Por ejemplo, como se mostró previamente en la Figura 24-7, los ex- 
perimentos en murinos revelaron que los ratones que sobreexpresan 
Myc desarrollan tumores en los tejidos en los que Myc está presen- 
te en niveles altos, y el desarrollo tumoral se acelera cuando la so- 
breproducción de Myc se combina con la expresión de un oncogén 
adicional, lo que apoya el modelo de impacto múltiple de inducción 
del cáncer. El análisis de ratones que carecen de genes supresores de 
tumores clave como RB y p53 también ayudó a dar forma a nuestro 
entendimiento de cómo funcionan estos genes. Sin embargo, utili- 
zar modelos en ratón para estudiar el cáncer no siempre es sencillo. 
Muchos genes supresores de tumores cumplen funciones esenciales 
durante el desarrollo normal del ratón, y los ratones que carecen de 
ambas copias de estos genes no son viables. La función esencial de es- 
tos genes durante la embriogénesis temprana imposibilita el estudio 
de su papel en la progresión tumoral. Para sortear este problema, los 
investigadores han comenzado a utilizar estrategias de manipulación 
génica condicional y de inactivación génica que permiten la activa- 
ción específica o la inactivación de un gen en un tejido determinado 
y/o en un estadio del desarrollo determinado. 

En el modelo condicional en ratón, un alelo de un oncogén parti- 
cular o gen supresor de tumores es silvestre hasta que es activado O in- 
activado con químicos exógenos o virus en un tejido o en un momen- 
to específico. En el corazón de los sistemas condicionales están las re- 
combinasas Cre y FLP. Estas recombinasas facilitan la recombinación 
homóloga entre los sitios loxP y FRT, respectivamente (Fig. 24-15). 
Cuando las recombinasas son dirigidas por un promotor específico 
de un tejido, la recombinación ocurre solo en el tejido que produ- 
ce la recombinasa. El sistema de recombinasa puede ser utilizado de 
dos formas. Los sitios diana de la recombinasa podrían flanquear un 
exón. En la inducción de la recombinasa, el exón se pierde y el gen es 
inactivado (Fig. 24-15a). Este sistema es especialmente útil para inac- 
tivar los genes supresores de tumores en forma específica de un tejido. 
La expresión de oncogenes puede ser controlada introduciendo en el 
oncogén un exón adicional que contiene un codón de terminación. El 
oncogén con el exón que contiene el codón de terminación es, por lo 
tanto, no funcional. Sin embargo, si el exón adicional está flanqueado 
por los sitios diana de la recombinasa, el oncogén será producido en 
la inducción de la recombinasa (Fig. 24-15b). Utilizando este sistema, 
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(b) Sistema de activación 


FIGURA 24-15 Modelos condicionales de cáncer en ratón. t;, (a) Sistema de inactivación ] Terminación G12y 
el sistema de imactivación (a), un exón es flanqueado por dos sitios No funcional 
lOxP O FRT, como se muestra. La expresión de la recombinasa Cre o Funcional 
f LP lleva a recombinación homóloga entre los dos sitios loxP y FRT. loxP o ERT loxP o FRT 
respecUvamente. Esto conduce a la escisión del exón, lo que vuelve loxP o FRT loxP O FAT . 
al gen no funcional. En el sistema de activación (b), un exón adicional E Recombinasa 
CON UN Codón de terminación es introducido en el gen de interés, lo Recombinasa Cre o FLP 
que torna al gen no funcional. Este exón está flanqueado por sitios Cre o FLP 
loxP o FRT. Cuando la recombinasa Cre o FLP es induc ida, el exón que ional G12V 
contiene el codón de terminación es removido en la recombinación No funcional Fifa! 
y el gen de interés, tal como una forma oncogénica de ras con valina 
sustituida por glicina en la posición 12, se expresa loxPo FRT 

loxP o FRT 


los investigadores han examinado el papel de las formas oncogénicas 
de Ras en el ratón y, usando este alelo Ras oncogénico condicional, 
han creado un modelo en ratón del cáncer de pulmón humano. 

El desarrollo de promotores que puedan ser regulados por quí- 
micos añadidos exógenamente ha provisto un método adicional po- 
deroso para controlar la expresión génica en los animales. Los más 
ampliamente utilizados son los sistemas Tet-On y Tet-Off. Cada sis- 
tema está compuesto de dos partes: el promotor del operón Tet que 
regula la expresión del gen de interés y el transactivador tTA (en el 
caso de Tet-Off) o el transactivador inverso rtTA (en el caso de Tet- 
On). Ambos factores de transcripción se unen al operador Tet para 
inducir la expresión génica, y ambos son regulables por tetraciclina 
(o el análogo de tetraciclina doxiciclina, más comúnmente usado por 
los científicos en sus experimentos). La diferencia entre los dos siste- 
mas radica en las respuestas de tTA y rtTA a la unión a doxiciclina. 
La doxiciclina inhibe la unión de tTA al promotor. Así, en el sistema 
Tet-Off, la adición de doxiciclina apaga la transcripción. En el sistema 
Tet-On, rtTA no puede unirse al promotor en ausencia del fármaco y 
la adición de doxiciclina induce la transcripción. La doxiciclina puede 
ser administrada simplemente añadiéndola al suministro de agua del 
animal. Colocar los reguladores transcripcionales de Tet bajo el con- 
trol de promotores específicos de un tejido permite, por lo tanto, el 
control temporal y espacial de la expresión génica. 

Utilizando el sistema Tet-Off para controlar la expresión de 
Myc, los investigadores encontraron que la supervivencia de un tu- 
mor depende de la producción continua de la proteína Myc. Cuan- 
do la expresión de Myc fue incluso brevemente interrumpida, las 
células de sarcoma osteogénico cesaron de dividirse y se desarrolla- 
ron en osteocitos maduros (Fig. 24-16). Ahora está claro que la acti- 
vidad continua de los oncogenes es requerida para la supervivencia 
de muchos tumores diferentes. Esta dependencia de un tumor de la 
producción continua de un oncogén ha sido denominada adicción 
oncogénica y podría proporcionar nuevas oportunidades para el 
tratamiento. Los inhibidores específicos de los oncogenes (incluso 
cuando son aplicados solo transitoriamente) podrían llevar a la re- 
gresión de la enfermedad. 


Los receptores oncogénicos pueden promover 
la proliferación en ausencia de factores de 
crecimiento externos 


La hiperactivación de una proteína de señalización inductora del cre- 
cimiento debida a una alteración de la proteína podría parecer un me- 
canismo probable de cáncer, pero de hecho esto rara vez ocurre. Solo 
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uno de tales genes que ocurren naturalmente, > de nl 
El oncogén sis, el cual codifica una forma alterada .e Sap 
miento derivado de plaquetas (PDGB pia da E Jaca) 
n forma aberrante la proliferación de células que nor- 
| receptor de PDGF. Un evento más común es que 
miencen a producir un factor de crecimiento 
a célula que lo produce. Esto se llama estimu- 


puede estimular e 
malmente expresan e 
las células cancerosas co 
no alterado que actúe en | 


lación autocrina. 
En contraste, los oncogenes que codifican receptores de superficie 


celular que transducen señales promotoras del crecimiento han sido 
asociados con varios tipos de cáncer. Muchos de estos receptores tienen 


(a) (b) 


FIGURA EXPERIMENTAL 24- 


16 Myc se nece 
crecimiento tumoral, se desarrol! 


or el sistema Tet-Off. El 1% de tales ratones 
estres fueron trasplantados 
StO CaUsó e 90 Inactivado tratando a los 
00 el cese de la prol; : 8 5 
la diferenciación e proliferación de los sarcomas 


a y en os ¡ S . 
la eliminación de myc, las célul teocitos Maduros (b) Después de 


as también pe 

er rdier : 
alcalina, un marcador de sarcomas Osteogénico on la acti 
y a 5 pe A ú Sl ñs S 
reexpresión de la proteína Myc no dispare : 
Meenaksh y cols : P o e 'f 


cOn sarcomas osteogénicos ye 
ratones con doxiciclina. F 
Osteogénicos (a) y 


| gen myc fue lue 


vidad fosfatasa 
C.d). Sorprendentemente, la 


2002, Science 297:10) eso al estado de sarcoma. ¡De 


actividad proteica tirosincinasa intrínseca en sus dominios citosóli- 


> ; ánece quiescente hasta que es activada. La 
unión del ligando a los dominios externos de estos receptores tirosi 
cinasas (RTK) lleva a su dimerización y a la activación de su sefividad 
cinasa, lo que inicia una vía de señalización intracelular que, en dltima 
instancia, promueve la proliferación. 

En algunos casos, 


cos, una actividad que perm 


Una mutación puntual cambia un RTK normal a 
uno que forma un dímero y que está constitutivamente activo incluso 
en ausencia de ligando. Por ejemplo, una sola mutación puntual con- 
vierte el receptor 2 de EGF humano normal (Her2) en la oncoproteí- 
na Neu (“neu” por su primer papel conocido, en el neuroblastoma), la 
cual es un iniciador de ciertos cánceres de ratón (Fig. 24-17, isauésndal. 
De manera similar, los tumores humanos llamados neoplasia endo- 
crina múltiple tipo 2 producen un receptor de un factor neurotrófico 
dimérico derivado de la glía (GDNE, glia-derived neurotrophic factor) 
constitutivamente activo que surge a partir de una mutación puntual 
en el dominio extracelular. El receptor de GDNF y el receptor Her2 
son proteínas con actividad tirosincinasa, de manera que las formas 


Proteínas receptoras de protooncogenes 


Receptor de EGF 


Receptor Her2 


Exterior 
BES ade 
Citosol 
Receptor 
=— tirosincinasa 
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Oncoproteína Neu 
' ' Oncoproteína ErbB 
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Oncoproteínas receptoras independientes de ligando 


FIGURA 24-17 Efectos de las mutaciones oncogénicas en 
protooncogenes que codifican receptores de superficie sñtolar. ml 
(zquierda: una mutación que altera un solo aminoácido (valina a glutamina) en 
3% ra im ACIÓ acen 
la región transmembrana del receptor Her2 causa la dimerización del re ES por 
incluso en ausencia del ligando normal relacionado con EGF, lo que torna a 8 
constitutivamente activa Derecha: una deleción 
acelular de unión al ligando en el 
a la activación constitutiva de 


Oncoproteína Neu una cinasa 
que causa la pérdida del dominio extr 
receptor de EGF lleva, por razones desconocidas, 
la actividad cinasa de la oncoproteína resultante ErbB. 


Proteína tirosincinasa 


constitutivamente activas fosforilan en exceso sus proteínas diana co- 
rriente abajo. En otros casos, la deleción de la mayor parte del dominio 
extracelular de unión al ligando produce un receptor oncogénico cons- 
titutivamente activo. Por ejemplo, la deleción del dominio extracelular 
del receptor de EGF normal (Fig. 24-17, derecha) lo convierte en la on- 
coproteína dimérica ErbB (del virus de la eritroblastosis, en el que una 
versión viral del gen alterado fue identificada por primera vez). 

Las mutaciones que llevan a la sobreproducción de un RTK nor- 
mal también pueden ser oncogénicas. Por ejemplo, muchos cánceres de 
mama humanos producen en exceso un receptor Her2 normal. Como 
resultado, las células son estimuladas para proliferar en presencia de 
muy bajas concentraciones de EGF y hormonas relacionadas, concen- 
traciones demasiado bajas como para estimular la proliferación de cé- 
lulas normales (véase Cap. 16). 


Los activadores virales de los receptores de factores 
de crecimiento actúan como oncoproteínas 


Los virus utilizan sus propios trucos para causar cáncer, presumible- 
mente para aumentar la producción de virus de las células cancerosas 
infectadas. Por ejemplo, un retrovirus llamado spleen focus-forming 
virus (SFFV) induce eritroleucemia (un tumor de progenitores eri- 
troides) en ratones adultos mediante la manipulación de una señal 
del desarrollo normal. La proliferación, supervivencia y diferenciación 
de progenitores eritroides en células rojas maduras requiere eritropo- 
yetina (Epo) y el correspondiente receptor de Epo (véase Fig. 16-8). 
Una glucoproteína mutante de envoltura del SFFV, denominada gp55, 
es responsable del efecto oncogénico del virus. Aunque gp55 no pue- 
de funcionar como una proteína de envoltura de retrovirus normal 
en la formación de los virus y en la infección, ha adquirido la notable 
capacidad de unirse a los receptores de Epo en la célula infectada y 
activarlos (Fig. 24-18). Estimulando inapropiada y continuamente la 
proliferación de los progenitores eritroides, gp55 induce la formación 


ATP ATP 


Citosol 


FIGURA 24-18 Activación del receptor de eritropoyetina (Epo) por 

el ligando natural, Epo, o por una oncoproteína viral. La unión de 

Epo dimeriza el receptor e induce la formación de eritrocitos de células 
progenitoras eritroides. Normalmente, los cánceres ocurren cuando las 

células progenitoras infectadas por el spleen focus-forming virus producen el 
receptor de Epo y gp55 viral, ambos localizados en la membrana plasmática. 
Los dominios transmernbrana de gp55 dimérico se unen específicamente al 
receptor de Epo, y dimerizan y activan el receptor en ausencia de EpO. (Vease S N 


onstantinescu y cols. 1999, EMBO / 18:3334 3 
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de cantidades excesivas de eritrocitos. Los clones malignos de progeni- 
tores eritroides emergen varias semanas después de la infección con el 
SEFV como un resultado de mutaciones adicionales en estas células de 
proliferación aberrante. 

Otro ejemplo de este fenómeno es provisto por el virus del papi- 
loma humano (HPV), el virus de DNA transmitido sexualmente que 
causa cáncer de cuello uterino y verrugas genitales. Una proteína del 
virus del papiloma designada ES, la cual contiene solo 44 aminoácidos, 
atraviesa la membrana plasmática y forma un dímero o un trímero. 
Cada polipéptido E5 puede formar un complejo estable con un receptor 
endógeno para el factor de crecimiento derivado de plaquetas, lo que 
de este modo agrega dos o más receptores del factor de crecimiento de- 
rivado de plaquetas dentro del plano de la membrana plasmática. Esto 
imita la dimerización de un receptor mediada por hormonas y causa la 
activación sostenida del receptor y, eventualmente, la transformación 
de la célula. Como veremos más adelante, el genoma de HPV también 
codifica para varias otras proteínas que actúan para inhibir los genes 
supresores de tumores, lo que contribuye adicionalmente a la transfor- 
mación celular. Recientemente se ha encontrado que una vacuna contra 
una proteína de la cápside del HPV (L1) protege contra el cáncer de 
cuello de útero causado por al menos algunos subtipos de HPV. 


Muchos oncogenes codifican proteínas de 
transducción de la señal constitutivamente activas 


Un gran número de oncogenes son derivados de protooncogenes cuyas 
proteínas codificadas colaboran con la transducción de las señales de 
un receptor activado a una diana celular. Describimos varios ejemplos 
de tales oncogenes; cada uno se expresa en muchos tipos de células 


tumorales. 


Componentes de la vía de Ras Entre los oncogenes mejor estudia- 
dos en esta categoría están los genes ras”, los cuales fueron los pri- 
meros oncogenes no virales en ser reconocidos. Cualquiera de un 
número de cambios en la proteína Ras puede llevar a su actividad in- 
controlada y, por lo tanto, dominante. En particular, si una mutación 
puntual sustituye cualquier aminoácido por glicina en la posición 12 
en la secuencia de Ras, la proteína normal se convierte en una on- 
coproteína constitutivamente activa. Esta mutación simple reduce la 
actividad GTPasa de la proteína, y mantiene de este modo a Ras en el 
estado activo unido a GTP. Las oncoproteínas Ras constitutivamente 
activas son producidas por muchos tipos de tumores humanos, inclu- 
yendo carcinomas de vejiga, de colon, mamarios, de piel y de pulmón, 
neuroblastomas y leucemias. 

Como vimos en el Capítulo 16, Ras es un componente clave en la 
transducción de señales desde receptores activados hacia una cascada 
de proteincinasas. En la primera parte de esta vía, una señal desde un 
RTK activado es transportada por dos proteínas adaptadoras hasta Ras 
y la convierte a la forma activa unida a GTP (véase Fig. 16-20). En la 
segunda parte de la vía, Ras activada transmite la señal por dos pro- 
teincinasas intermedias hasta una MAP cinasa. La MAP cinasa activada 
luego fosforila un número de factores de transcripción que inducen 
la síntesis de proteínas importantes del ciclo celular y proteínas espe- 
cíficas de diferenciación (véase Fig. 16-24). Las mutaciones activantes 
de Ras saltean la primera parte de esta vía, lo que hace innecesaria la 
activación corriente arriba disparada por la unión del ligando al recep- 
tor. Los oncogenes que codifican otros componentes alterados de la vía 
RTK/Ras/MAP cinasa también han sido identificados. 
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bromatosis, al igual que el retinoblastoma hereditario, es heredada 


como un rasgo dominante autosómico. 


Proteincinasa Src Varios oncogenes codifican proteincinasas citosó- 
licas que normalmente transducen señales en una variedad de vías de 
señalización intracelulares. De hecho, el primer oncogén en ser descu- 
bierto, v-src del retrovirus del sarcoma de Rous, codifica una proteína 
tirosincinasa constitutivamente activa. Al menos ocho protoncogenes 
de mamíferos codifican una familia de tirosincinasas que no son recep- 
tores relacionados con la proteína v-Src. Además de un dominio catalí- 


<< 


a partir de una translocación de los extremos de los cromosomas 9 y 22 y la 
proteína de fusión oncogénica formada por la translocación del cromosoma 
Filadelña. (b) La proteína de fusión Bcr-Abl es una cinasa constitutivamente 
activa que fosforila múltiples proteínas de transducción de la señal. Imatinib se 
une al sitio activo de Bcr-Abl e inhibe su actividad cinasa. (C) Imatinib unido al 
sitio activo de Bcr-Abl. ¡Parte [c] de Nagar y cols. 2002. Cancer Research 62:4236) 


tico, estas cinasas contienen dominios de interacción proteína-proteína 
SH2 y SH3. La actividad cinasa de Src celular y proteínas relacionadas 
normalmente es inactivada por fosforilación del residuo de tirosina en 
la posición 527, el cual está a seis residuos del extremo C-terminal (Fig. 
24-19a). La hidrólisis de la fosfotirosina 527 por una enzima fosfatasa 
específica normalmente activa c-Src. Á menudo, la tirosina 527 está au- 
sente o alterada en oncoproteínas Src que tienen una actividad cinasa 
constitutiva; es decir, no requieren de la activación por una fosfatasa 
(Fig. 24-19b). 


Proteincinasa Abl Un oncogén que codifica una proteincinasa cito- 

sólica que no es un receptor es generado por una traslocación cro- 

mosómica que fusiona una parte del gen c-abl, el cual codifica una 

tirosincinasa, con parte del gen ber, cuya función es desconocida (Fig. 

24-20a). Una consecuencia de la fusión es que se produce una proteína 

híbrida, y tiene propiedades extrañas y peligrosas. La proteína normal 

c-Abl promueve la ramificación de la actina filamentosa y la extensión 
de los procesos celulares, por lo que podría funcionar primariamente 
para controlar el citoesqueleto y la forma celular. Las oncoproteínas 
quiméricas codificadas por el oncogén bcr-abl forman un tetrámero 
que exhibe actividad cinasa de Abl no regulada y continua (Fig. 24- 
20b). Bcr-Abl puede fosforilar, y por lo tanto activar, muchas proteínas 
de transducción de la señal intracelulares, y al menos algunas de estas 
proteínas no son sustratos normales de Abl. Por ejemplo, Bcr-Abl pue- 
de activar la cinasa JAK2 y el factor de transcripción STATS, los cuales 
normalmente son activados por la unión de factores de crecimiento (p. 
ej., eritropoyetina) a receptores de la superficie celular (véase Fig. 16- 
10). Bcr-Abl puede también proveer un sitio de anclaje para las proteí- 
nas de transducción de la señal a través de la parte Bcr, y de este modo 
estimular potencialmente la transducción de señales. 

La translocación cromosómica que forma bcr-abl genera el diag- 
nóstico cromosoma Filadelfia, descubierto en 1960 (véase Fig. 24- 
20a). Si esta traslocación ocurre en una célula hematopoyética en la 
médula ósea, la actividad del oncogén quimérico bcr-abl resulta en la 
fase inicial de la leucemia mielógena crónica humana, caracterizada 
por una expansión en el número de leucocitos. Una segunda muta- 
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ción de pérdida de función en una célula que porta bcr-abl (p. ej., en 
p53 0 RB) lleva a leucemia aguda, la cual a menudo es fatal. La trans- 
locación del cromosoma de la leucemia mielógena crónica fue solo el 
primero de una larga serie de translocaciones cromosómicas distinti- 
vas, o “firmas”, vinculadas a formas particulares de leucemia. Muchas 
de las fusiones de genes involucran genes que codifican reguladores 
transcripcionales, particularmente reguladores transcripcionales de 
genes Hox, un grupo de factores de transcripción requerido para la 
proliferación celular y la diferenciación durante el desarrollo embrio- 
nario. Cada caso presenta una oportunidad para un mayor entendi- 
miento de la enfermedad, un diagnóstico temprano y nuevas terapias. 
En el caso de la leucemia mielógena crónica, ese segundo paso hacia 
una terapia exitosa ya ha sido dado. 


Después de una búsqueda esmerada, se identificó un inhibidor de 

la cinasa Abl llamado imatinib (Gleevec) como un posible trata- 
miento para la leucemia mielógena crónica a principios de la década de 
los años 1990. Imatinib, el cual se une directamente al sitio activo de la 
cinasa Abl e inhibe la actividad cinasa, es extremadamente letal para las 
células de la leucemia mielógena crónica, mientras que no afecta a las 
células normales (Fig. 24-20c). Después de ensayos clínicos que demos- 
traron la efectividad del imatinib en el tratamiento de la leucemia mie- 
lógena crónica, a pesar de algunos efectos secundarios, fue aprobado 
por la FDA en 2001 como el primer agente contra el cáncer dirigida a 
una proteína de transducción de señales única de las células tumorales. 
Imatinib inhibe varias otras tirosincinasas que están implicadas en di- 
ferentes cánceres y ha sido exitoso en ensayos para el tratamiento de 
estas enfermedades, incluyendo también formas de tumores gastroin- 
testinales. Existen 90 tirosincinasas funcionales codificadas en el geno- 
ma humano, de manera que los fármacos relacionados con imatinib 
podrían ser útiles para controlar las actividades de todas estas proteí- 
nas. Un desafío permanente es que las células tumorales pueden evolu- 
cionar para ser resistentes a imatinib y a otros agentes del mismo tipo, 
lo que requiere la invención de fármacos alternativos. MW 


La producción inapropiada de factores de 
transcripción nucleares puede inducir la 
transformación 


Eventualmente, las mutaciones oncogénicas que crean oncogenes o da- 
ñan genes supresores de tumores causan cambios en la expresión géni- 
ca. Desde lo experimental, esto puede ser medido al comparar las can- 
tidades de mRNA diferentes producidos en células normales en con- 
traposición con células tumorales. Como se ha analizado antes, ahora 
podemos medir tales diferencias en la expresión de miles de genes con 
micromatrices de DNA (véase Fig. 24-10). 

Puesto que el efecto más directo sobre la expresión génica es ejer- 
cido por factores de transcripción, no resulta sorprendente que mu- 
chos oncogenes codifiquen factores de transcripción. Dos ejemplos 
son jun y fos, los cuales en un inicio fueron identificados en retro- 
virus transformantes y más tarde se descubrió que se sobreexpresan 
en algunos tumores humanos. Los protooncogenes c-jun y c-fos co- 
difican proteínas que algunas veces se asocian para formar un fac- 
tor de transcripción heterodimérico, llamado AP!1, que se une a una 
secuencia hallada en promotores y amplificadores de muchos genes 
(véanse Fig. 7-32a y Cap. 16). Ambos Fos y Jun también pueden ac- 
tuar independientemente como factores de transcripción. Funcionan 
como oncoproteínas activando la transcripción de genes clave que 
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En células normales, 
estos codifican son intrínsecamente inestables, 
degradación después de que los genes son inducidos. BOS de los 
cambios que convierten a c-fos de un gen normal en un oncogén involu- 
cran deleciones genéticas de las secuencias que hacen que el mRNA y la 
proteína Fos tengan una corta vida media (semivida). La conversión del 
protooncogén c-mycen un oncogén puede ocurrir por diferentes meca- 
nismos. En células del tumor humano conocido como linfoma de Bur- 
kitt, el gen c-myc se transloca a un sitio cercano a los genes que codifican 
la cadena pesada de los anticuerpos, los cuales están normalmente acti- 
vos en los leucocitos que producen anticuerpos (Fig. 24-22). La traslo- 
cación de c-myc es una rara aberración de los reordenamientos de DNA 
normales que ocurren durante la maduración de las células productoras 
de anticuerpos. El gen myc translocado, ahora regulado por el amplifica- 
dor del gen de anticuerpo, se expresa continuamente, y esto causa que la 
célula se vuelva cancerosa. La amplificación localizada de un segmento 
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FIGURA 24-22 Traslocación cromosómica en el linfoma de Burkitt 
Como resultado de la translocación entre los cromosomas 8 y 14, el gen 
e-myc está ubicado adyacente al gen para una parte de la cadena pes ada de 
anticuerpos (€, ), lo que lleva a la sobreproducción del factor de reten 
de Myc en los linfocitos y, por lo tanto, a su crecimiento hasta conveititsenen un 
linfoma. Ñ 


de DNA que contenga el gen myc, la cual ocurre en muchos tumores 
humanos, también causa una producción inapropiadamente elevada de 
la proteína Myc de otra manera normal. 

El gen c-myc codifica una proteína de cremallera hélice-bucle-hé- 
lice básica que actúa como una parte de un conjunto de proteínas que 
interactúan y pueden formar dímeros en varias combinaciones, unir- 
se al DNA y regular coordinadamente la transcripción de genes diana. 
Otros miembros del conjunto de proteínas incluyen a Mad, Max y Mnt. 
Max puede formar heterodímeros con Myc, Mad y Mnt. Los dímeros 
Myc-Max regulan genes que controlan la proliferación, como ciclinas. 
Las proteínas Mad inhiben las proteínas Myc, lo cual ha llevado a un in- 
terés en usar las proteínas Mad, o los fármacos que las estimulan, para 
refrenar la actividad excesiva de Myc que contribuye a la formación 
de tumores. Los complejos de proteína Myc afectan la transcripción 
al reclutar complejos de modificación de la cromatina que contienen 
acetiltransferasas de histonas (las cuales usualmente estimulan la trans- 
cripción; véase Cap. 7) a genes diana de Myc. Mad y Mnt trabajan con 
la proteína correpresora Sin3 para traer desacetilasas de histonas que 
ayuden a bloquear la transcripción. Juntas, todas estas proteínas for- 
man una red reguladora que utiliza la asociación proteína-proteína, las 
variaciones en la unión al DNA y la regulación transcripcional para 
controlar la proliferación celular. La sobreproducción de la proteína 
Myc inclina la balanza a favor de la división y el crecimiento celulares. 


Las aberraciones en las vías de señalización que 
controlan el desarrollo están asociadas con muchos 


cánceres 


Durante el desarrollo normal, las señales secretadas como Hedgehog 


(Hh), Wnt y TGF-P frecuentemente son utilizadas para dirigir a las 
células hacia destinos particulares del desarrollo, lo cual podría incluir 
la propiedad de una rápida mitosis. Los efectos de tales señales deben 
estar regulados de manera qué el crecimiento esté limitado al momen- 
to y lugar correctos. Entre los mecanismos disponibles para refrenar 
los efectos de señales del desarrollo poderosas están los antagonistas 
intracelulares inducibles, los bloqueadores de receptores y las señales 
de competencia. Probablemente, las mutaciones que impiden que tales 
mecanismos de restricción operen sean oncogénicas, lo que causaría 


crecimiento inapropiado O Canceroso. 


La señalización por Hh, la cual es utilizada repetidas veces du- 
rante el desarrollo para controlar los destinos celulares, es un buen 
ejemplo de una vía de señalización implicada en la inducción del cán- 
cer. En la piel y el cerebelo, una de las proteínas Hh humanas, Sonic 
hedgehog, estimula la división celular uniéndose a una proteina de 
membrana llamada Patched1 (Ptcl, véase Fig. 16-33) e inactivándola. 
Las mutaciones de pérdida de función en pte! permiten la prolifera- 
ción de la célula en ausencia de una señal Hh; de este modo, pte] es 
un gen supresor de tumores. Las personas que heredan una sola copia 
funcional de ptc] tienen una propensión a desarrollar cáncer de piel 
y de cerebro; cualquiera de estos casos puede ocurrir cuando el alelo 
remanente está dañado. Otras personas también pueden desarrollar 
estas enfermedades si sufren la pérdida de ambas copias del gen. Así, 
existen el caso familiar (heredado) y el esporádico (no heredado) de 
estas enfermedades, al igual que en el retinoblastoma. Las mutaciones 
en otros genes en la vía de señalización de Hh también están asocia- 
das con el cáncer. Algunas de dichas mutaciones crean oncogenes que 
encienden los genes diana de Hh en forma inapropiada; otras son 
mutaciones recesivas que afectan reguladores negativos como Ptcl. 
Como es el caso para un número de otros genes supresores de tu- 
mores, la pérdida total de función de Ptcl llevaría a una muerte fetal 
temprana, ya que es necesario para el desarrollo, de manera que solo 
las células tumorales son homocigotas ptc!/ptcl. 

Muchas de las vías de señalización descritas en otros capítulos 
desempeñan funciones en el control del desarrollo embrionario y la 
proliferación celular en tejidos adultos. En los últimos años, las mu- 
taciones que afectan los componentes de la mayoría de estas vías de 
señalización han sido vinculadas con el cáncer. De hecho, una vez que 
un gen en una vía de desarrollo ha sido vinculado a un tipo de cáncer 
humano, el conocimiento de la vía obtenido de organismos modelo 
como gusanos, moscas o ratones permite investigaciones centradas en 
la posible participación de genes adicionales de la vía en otros casos de 
cáncer. Por ejemplo ahora se sabe que APC, un gen crítico mutado en 
la vía del carcinoma de colon, es parte de la vía de señalización de Wnt 
(véase Cap. 16), lo cual llevó al descubrimiento de la participación de 
las mutaciones en B-catenina en el cáncer de colon. Las mutaciones en 
genes del desarrollo supresores de tumores promueven la formación de 
tumores en los tejidos en los que el gen afectado normalmente ayuda 
a refrenar el crecimiento. De este modo, las mutaciones en los genes 
supresores de tumores no causarán cánceres en tejidos en los que la 
función primaria del regulador del desarrollo sea controlar el destino 
celular (qué tipo de célula se desarrolla) pero no la división celular. Las 
mutaciones en protooncogenes del desarrollo podrían inducir la for- 
mación de tumores en tejidos en los que un gen afectado normalmente 
promueve la proliferación celular o en otro tejido en el que el gen se 
haya vuelto aberrantemente activo. 

El factor de crecimiento transformador $ (TGF-PB), a pesar de su 
nombre, inhibe la proliferación de muchos tipos celulares, incluyendo 
la mayoría de las células epiteliales y del sistema inmunitario. La unión 
de TGF-B a su receptor induce la activación de factores de crecimiento 
Smad citosólicos (véase Fig. 16-28). Después de ser translocados al nú- 
cleo, los Smad pueden promover la expresión del gen que codifica p15, 
un inhibidor de la cinasa 4 dependiente de ciclina (CDK4), el cual hace 
que las células se detengan en G.. La señalización por TGF-f también 
promueve la expresión de genes que codifican proteínas de la matriz 
extracelular e inhibidor del activador de plasminógeno 1 (PAI-1), el 
cual reduce la degradación de la matriz catalizada por plamina. Las 
mutaciones de pérdida de función en los receptores TGF-B o en los 
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FIGURA 24-23 Efecto de la pérdida de la señalización por TGF-f. La 
unión de TGF-B, un antifactor de crecimiento, causa la activación de los 
factores de transcripción Smad. En ausencia de una señalización por TGF-$ 
efectiva debida a la mutación del receptor o a una mutación en SMAD, la 
proliferación celular y la invasión de la matriz extracelular (MEC) aumentan 
(Véase X. Hua y cols, 1998, Genes € Dev 12:3084) 


A 


Smad promueven así la proliferación celular y probablemente contri- 
buyen a la invasividad y metástasis de las células tumorales (Fig. 24-23). 
De hecho, tales mutaciones han sido encontradas en una variedad de 
cánceres humanos. Por ejemplo, la deleción del gen Smad4 ocurre en 
muchos cánceres pancreáticos humanos; las células de retinoblastoma 
y de cáncer de colon carecen de receptores para TGF-P funcionales y, 
por lo tanto, son insensibles a la inhibición del crecimiento por TGF-B. 


La biología celular molecular está cambiando la 
manera en que se trata el cáncer 


La historia del imatinib descrita anteriormente ilustra cómo la genética 
(el descubrimiento del cromosoma Filadelfia y el oncogén crítico que 
este genera), en conjunto con la bioquímica (el descubrimiento de la 
acción molecular de la proteína Abl), puede llevar a una nueva tera- 
pia poderosa. En general, cada diferencia entre las células cancerosas 
y las células normales proporciona una nueva oportunidad de iden- 
tificar un agente específico o un tratamiento que mate solo las células 
cancerosas o al menos detenga su crecimiento incontrolado. De este 
modo, el conocimiento de la biología celular molecular de los tumores 
es información crítica que puede ser explotada por los investigadores 
para desarrollar tratamientos contra el cáncer que ataquen con mayor 


precisión a las células cancerosas. 


El cáncer de mama es un buen ejemplo de cómo las técnicas de 

biología celular molecular han afectado los tratamientos tanto 
curativos como paliativos. Hasta el aumento de la incidencia de cáncer 
de pulmón, resultante de un incremento en las mujeres fumadoras, el 
cáncer de mama era el más mortal para las mujeres, y sigue siendo la 
segunda causa más frecuente de las muertes causadas por cáncer en 
mujeres. La causa del cáncer de mama es desconocida, pero la frecuen- 
cia aumenta si se portan ciertas mutaciones. A menudo, los cánceres de 
mama son diagnosticados durante exámenes de mamografía (rayos X) 
rutinarios. Típicamente, una biopsia de una masa de tejido de 1-2 cm 
se toma para controlar el diagnóstico y se estudia con anticuerpos para 


determinar si está presente un nivel alto del receptor de estrógenos O 
n capaces de estimular el 


progesterona. Estos receptores de esteroides so 
s niveles en las células 


crecimiento tumoral y a veces se expresan en alto 
de cáncer de mama. Si cualquiera de estos receptores está presente, es 


explotado en el tratamiento. Un agente llamado tamoxifeno, la cual in- 
hibe el receptor de estrógenos, puede ser usada para privar a las células 
tumorales de una hormona estimuladora del crecimiento. La biopsia 
también es analizada para la amplificación del protooncogén HER2/ 
NEU, el cual, como hemos visto, codifica el receptor 2 de EGF humano. 
Un anticuerpo monoclonal específico para Her2 ha sido un nuevo tra- 


tamiento sorprendentemente exitoso para el subconjunto de cánceres 
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de mama qu 
, que producen Her?2 en exceso. El anticuerpo de Her2 inyecta: 
o en la sangre reconoce a Her2 
> 


lectivamente a las células cancer 
células de mama ( 
das de Her2. En fo 
una amplificación 
inhibidor de EGF 


Provoca su internalización y mata se- 


>» Principal factor de pronóstico adverso. El (13 


, ERA Anas 
a 6 semanas de radiación y 8 seman 


de quimioterapia con tres tipos distintos de agentes. Estos duros trata- 
mientos son designados para matar a las células cancerosas en división; 
sin embargo, también causan una variedad de efectos sectndanos ls 
cluyendo supresión de la producción de glóbulos, pérdida del cabello 
náuseas y Aena pata: Esto puede reducir la fuerza del sistema mua 
tario, con el consiguiente riesgo de infección, y causar debilidad debido 
al suministro deficiente de oxígeno. Para ayudar a los pacientes, se les 
suministra factor de crecimiento G-SCF a fin de promover la 0 
ción de neutrófilos (un tipo de glóbulo blanco que combate las infec- 
ciones bacterianas y micóticas) y eritropoyetina (Epo) para estimular 
la formación de glóbulos rojos. A pesar de todo este tratamiento, una 
mujer con riesgo promedio (60 años de edad, tumor de 2 cm, 1 Mio 
linfático positivo) tiene un 30-40% de riesgo de morir de es en 10 
años. Este riesgo puede ser reducido en un 10-150% con tratamiento 
de bloqueo hormonal tal como tamoxifeno, aprovechando los datos 
moleculares que muestran un receptor hormonal presente en las célu- 
las cancerosas. La mortalidad es reducida otro 5-10% por tratamiento 
con anticuerpos contra la oncoproteína Her2/Neu. De este modo, la 
biología molecular está teniendo un enorme impacto en las tasas de su- 
pervivencia de las víctimas de cáncer de mama, aunque todavía mucho 
menos de lo deseable. Mi 


Para identificar más alteraciones genéticas únicas de un tumor que 
podrían ser explotadas para nuevas terapias, los investigadores ahora 
utilizan tecnologías de RNA¡ para identificar genes que, cuando están 
inactivados, causan que las células tumorales pero no las células nor- 
males mueran. Esta manera de identificar interacciones letales sintéticas 
entre alteraciones genéticas, las cuales por sí mismas no son letales, se 
introdujo por primera vez en levaduras de gemación. Con el desarrollo 
de las genotecas short-hairpin (sh)RNAI (una colección de constructos 
de RNAi¡ cuya diana son todos los genes del genoma humano; véase 
Cap. 5), ahora este método también es factible en células humanas. 
Las células tumorales y las normales están infectadas con conjuntos de 
constructos de shRNAi, cada uno de los cuales contiene una etiqueta 
de secuencia única conocida como un código de barras. Después de un 
período de crecimiento, los constructos de RNA pueden ser aislados 
y los shRNA que se perdieron del conjunto pueden ser identificados 
por secuenciación profunda de los constructos remanentes. Los shRNA 
perdidos están dirigidos al gen diana, que es esencial para la viabilidad 
en este tipo celular. Los constructos de shRNA que causan letalidad en 
células tumorales pero no en células normales sugieren que un gen es 
esencial para la supervivencia de una célula tumoral pero no para la de 


una célula normal. Por ejemplo, este enfoque ha sido usado para iden- 


tificar genes que, cuando son inactivados, causan letalidad selectiva en 


las células cancerosas que contienen una forma oncogénica de ras, el 
oncogén K-ras. Se halló que los genes que codifican proteínas esen- 


ciales para la progresión mitótica como la ligasa de ubicuitina APC/C 
etales sintéticos con el alelo K-ras. Estas proteínas 


ovedosas para el desarrollo de nuevos agentes 
ntienen formas oncogénicas de ras. 

cina es que la necesidad de ra- 
gía, sea sustancialmente 


(véase Cap. 19) son l 
podrían proveer dianas n 
terapéuticos para tumores que CO 

La visión para el futuro de la medi 


diación, quimioterapia, y quizá incluso de ciru 
reducida a fin de minimizar la toxicidad y el daño colateral. El mayor 


conocimiento de la biología celular molecular del cáncer permitirá 
la administración de fármacos más efectivos e inofensivos y, además, 
ajustados según las propiedades particulares de las células tumorales de 
un individuo. En el cáncer de mama y de pulmón, ya se observa que el 


tratamiento contra el tumor progresa en esta dirección. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 24.3 


Cáncer y alteración de las vías reguladoras del 


crecimiento 


- Los ratones en los cuales los oncogenes y los genes supresores de tu- 


mores pueden ser expresados en forma específica o temporal de un 
tejido nos enseñan sobre cómo surgen los cánceres y cómo contribuyen 


a la progresión de la enfermedad. 


« Las mutaciones o translocaciones cromosómicas que permiten que 
los RTK para factores de crecimiento formen dímeros en ausencia de 
sus ligandos normales llevan a una actividad del receptor constitutiva 
(véase Fig. 24-17). En última instancia, tal activación induce cambios 
en la expresión génica que pueden transformar a las células. La sobre- 
producción de receptores de factores de crecimiento puede tener el 
mismo efecto y dar lugar a una proliferación celular anormal. 


- Ciertas proteínas codificadas por virus pueden unirse y activar recep- 
tores de factores de crecimiento de la célula huésped, y estimular de este 
modo la proliferación celular en ausencia de señales normales. 


- La mayoría de las células tumorales producen formas constitutiva- 
mente activas de una o más proteínas intracelulares de transducción de 
la señal, lo que causa una señalización que promueve el crecimiento en 
ausencia de factores de crecimiento normales. 


- Una sola mutación puntual en Ras, una proteína clave de transduc- 
ción en muchas vías de señalización que promueve la proliferación y 
diferenciación celular, reduce su actividad GTPasa y de este modo la 


mantiene en un estado activado. 


« La actividad de Src, una proteína tirosincinasa citosólica de transduc- 
ción de la señal, normalmente está regulada por fosforilación y des- 
fosforilación reversible de un residuo de tirosina cercano al extremo 
C-terminal (véase Fig. 24-19). La actividad no regulada de las onco- 
proteínas Src que carecen de esta tirosina promueve la proliferación 


anormal de muchas células. 


- El cromosoma Filadelfia resulta a partir de una translocación cromo- 
sómica que produce el oncogén quimérico bcr-abl. La actividad cinasa 
no regulada de Abl de la oncoproteína Bcr-Abl es responsable de su 
efecto oncogénico. Un inhibidor de la cinasa Abl (imatinib, o Gleevec”) 
es efectivo en el tratamiento de la leucemia mielógena crónica y podría 
funcionar contra algunos otros cánceres que son impulsados por cina- 
sas relacionadas (véase Fig. 24-20). 


« La producción inapropiada de factores de transcripción nucleares 
como Fos, Jun y Myc puede inducir la transformación. En las células 
del linfoma de Burkitt, c-myc se transloca cerca de un gen de anticuer- 
po, y esto da lugar a la sobreproducción de c-Myc (véase Fig. 24-22). 


« Muchos genes que regulan los procesos normales del desarrollo codi- 
fican proteínas que funcionan en varias vías de señalización. Sus fun- 
ciones normales en la regulación de dónde y cuándo ocurre el creci- 
miento se reflejan en el carácter de los tumores que se originan cuando 


los genes están mutados. 


« La pérdida de la señalización por TGF-P, un regulador negativo del 
crecimiento, promueve la proliferación celular y el desarrollo de la ma- 


lignidad (véase Fig. 24-23). 
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24.3 Cáncer y alteración de las vías reguladoras del crecimiento 


* El análisis molecular preciso de tumores tempranos está permitiendo 
el uso de tratamientos con fármacos muy específicos que probablemen- 
te sean óptimos para un caso particular de un tumor particular. Estos 
refinamientos han permitido una reducción sustancial en la mortali- 
dad por cáncer de mama. Hay buenas perspectivas para tratamientos 
aún más específicos basados en el continuo aumento en la compren- 
sión de la regulación de las células tumorales. 


* La llegada de técnicas moleculares para la caracterización de tumores 
individuales está permitiendo que se apliquen fármacos y tratamiento 
con anticuerpos que tienen como diana las propiedades de un tumor 
en particular. Esto permite un tratamiento más efectivo de pacientes 
individuales y reduce el uso de fármacos o anticuerpos que serán in- 
efectivos y posiblemente tóxicos. 


* Las metodologías novedosas de detección sistemática por shRNA 
permiten la identificación de genes específicamente requeridos para la 
supervivencia de las células cancerosas, lo que facilita de este modo el 
descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas. 


24.4 Cáncer y mutación de los reguladores de la 
división celular y los puntos de control 


Los complejos mecanismos que regulan el ciclo celular eucariótico son 
las principales dianas de las mutaciones oncogénicas. Tanto las proteí- 
nas que actúan positivamente como las que lo hacen de manera negati- 
va controlan en forma precisa la entrada de las células y su progresión 
a través de ciclo celular, el cual consta de cuatro fases principales: G,, 
S, G, y mitosis (véase Fig. 19-30). Además, las células contienen meca- 
nismos de supervisión (conocidos como vías de los puntos de control) 
que aseguran que las células no entren en la siguiente fase del ciclo celu- 
lar antes de que la previa haya sido completada. Por ejemplo, las células 
que tienen un daño sostenido en su DNA normalmente son detenidas 
antes de que su DNA sea replicado o en G, antes de la segregación cro- 
mosómica. Esta detención proporciona tiempo para que el daño en el 
DNA sea reparado; de manera alternativa, las células detenidas son di- 
rigidas a suicidarse” por medio de una muerte celular programada o, 
al menos, a no dividirse. El control de todo el ciclo celular y los sistemas 
de puntos de control funcionan para prevenir que las células se vuelvan 
cancerosas. Como podría esperarse, las mutaciones en este sistema a 
menudo conducen a un desarrollo anormal o contribuyen al cáncer. 
En esta sección analizaremos el ciclo celular y las vías de los puntos 
de control afectadas en el cáncer. Primero describiremos cómo la vía 
que controla la entrada en el ciclo celular está mutada y su regulación 
alterada en la mayoría de los cánceres humanos. Luego estudiaremos 
cómo p53 impide la tumorigénesis ayudando a las células a responder 
al daño en el DNA. A continuación, describiremos cómo las mutacio- 
nes en las vías de la muerte celular programada contribuyen a la tumo- 
rigénesis y finalizaremos con un debate sobre un grupo emergente de 
oncogenes importantes y genes supresores de tumores: los micro-RNA. 


Las mutaciones que promueven el paso no 
regulado de la fase G, a la S son oncogénicas 


Una vez que una célula progresa pasado cierto punto en la fase G, tar- 
día, llamado START, se compromete irreversiblemente a entrar en la 
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FIGURA 24-24 Control START. 
de transcripción llamados colectivaM 
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g. 19-15). Las ciclinas tipo D, cinasas 
la proteína Rb son todos elementos 
] paso a través de START. 


fase S y replicar su DNA (véase Fi 
dependientes de ciclinas (CDK), y 


del sistema de control que regulan e 
La vía que controla la entrada en el ciclo celular es estimulada a 


ser mal regulada en aproximadamente el 80% de los cánceres huma- 
nos. En el corazón de esta vía están los complejos ciclina D-CDK4/6 
y el inhibidor de la transcripción Rb (Fig. 24-24). La expresión de 
los genes de ciclina tipo D es inducida por muchos factores de creci- 
miento extracelulares, o mitógenos. Estas ciclinas se ensamblan con 
sus compañeros CDK4 o CDK6 para generar complejos ciclina-CDK 
catalíticamente activos, cuya actividad cinasa promueve la progresión 
a través de G,. La eliminación de los mitógenos previa al paso a tra- 
vés de START conduce a la acumulación de p15 o p16. Como se ha 
descrito en el Capítulo 19, p15 y p16 son inhibidores de CDK que se 
unen a los complejos de ciclina D-CDK4/6 e inhiben su actividad, lo 
que de este modo causa la detención en G,. El inhibidor de la trans- 
cripción Rb está controlado por fosforilación de ciclina D-CDK4/6. 
Rb no fosforilado se une a los factores de transcripción E2F en el 
citoplasma y los secuestra. Los factores de transcripción E2F estimu- 
lan la transcripción de genes que codifican proteínas requeridas para 
la ind de DNA. En circunstancias normales, la fosforilación de 
la proteína Rb es iniciada a medio camino a través de G, por com- 
plejos Pes ciclina D-CDK4/6. La fosforilación de Rb le completa 
rd 
progresión G-S. La fosforilació an A ee de 
E2F compromete olle Ped rad > a pe 
La mayoría de los tumor de é AÑ E a Se 
que causa la sobreproducción o de ps e e 
la vía que controla la entrada p be iden a ' 
son propulsadas a dicha fase ica y de manera tál que las cdlulas 
dio en ausencia de las señales extracelulares 
pladas. Por ejemplo, niveles elevados de ciclina DI, 


0 


una de las tres ciclinas tipo D, se encuentran en muchos cánceres hu- 


manos. En ciertos tumores de linfocitos B que producen anticuerpos, el 


gen de ciclina Dl es translocado de manera tal que su transcripción esté 
bajo el eantcida ps de un gen que codifica anticuerpos, lo 
que causa la prodlicción elevada de ciclina D1 a través del ciclo celu- 
lar independientemente de las señales extracelulares (este fenómeno es 
análogo ala translocación de cd en las células del linfoma de Burkitt 
estudiado previamente): El funcionamiento de la ciclina D] como una 
oncoproteína fue demostrado mediante estudios con ratones transgé- 
nicos e5/08 cuales el gen de la ciclina D] se colocó bajo el control de 
un amplificador especie para las células de los conductos mamarios. 
En un inicio, las células de los conductos experimentaron una hiper- 
proliferación y, eventualmente, se desarrollaron tumores de mama en 
estos ratones Manegénicos. La amplificación del gen de la ciclina D] y 
la sobreproducción concomitante de la proteína ciclina D1 es común 
en el cáncer de mama humano; la ciclina D] extra ayuda a dirigir las 
células a través del ciclo celular. 

Ya hemos visto que las mutaciones inactivantes en ambos alelos RB 
conducen a retinoblastoma infantil, un tipo de cáncer relativamente 
raro. Sin embargo, la pérdida de la función del gen RB también se en- 
cuentra en cánceres más comunes que surgen más tarde en la vida (p. 
ej. carcinomas de pulmón, mama y vejiga). Estos tejidos, a diferencia 
del tejido retinal, más probablemente producen otras proteínas (p. ej., 
p107 y p130, ambas relacionadas estructuralmente con Rb) cuya fun- 
ción es redundante con la de Rb, y así la pérdida de Rb no es tan crítica 
para el desarrollo de cáncer en estos tejidos. En la retina, sin embargo, 
la regulación de la entrada en el ciclo celular parece recaer con exclusi- 
vidad en la proteína Rb, motivo por el cual los pacientes heterocigotos 
para el gen Rb primero desarrollan tumores en este tejido. Además de 
las mutaciones inactivantes, la función de Rb puede ser eliminada por 
la unión de una proteína inhibidora, designada E7, que es codificada 
por el virus del papiloma humano (HPV), otro truco viral para crear 
tejido productor de virus. En la actualidad, se sabe que este ocurre solo 
en el cáncer de cuello uterino. 

Las proteínas que funcionan como inhibidores de ciclina-CDK 
tienen una función importante en la regulación del ciclo celular. En 
particular, las mutaciones de pérdida de función que impiden que p16 
inhiba la actividad cinasa de ciclina D-CDK4/6 son comunes en varios 
cánceres humanos. Como la Figura 24-24 deja en claro, la pérdida de 
pl6 imita la sobreproducción de ciclina D1. Así, p16 normalmente ac- 
túa como un supresor de tumores. Aunque el gen supresor de tumores 
p16 está eliminado en algunos cánceres humanos, en otros la secuencia 
p16es normal. En algunos de estos últimos tipos de cáncer (p. ej., cán- 
cer de pulmón) el gen p16, o los genes que codifican otras proteínas 
relacionadas funcionalmente, es inactivado por hipermetilación de su 
región promotora, lo cual impide la transcripción. No se sabe qué es 
lo que promueve este cambio en la metilación de p16, pero impide la 
producción de esta importante proteína de control del ciclo celular. 


El locus que codifica p16 es altamente inusual, ya que codifica 
s, lo cual lo torna el 


no menos de tres genes supresores de tumore 
Además de albergar 


locus más vulnerable en el genoma humano. : 
el gen que codifica p16, INK4a, inmediatamente corriente arriba 
está el locus INK4b, el cual codifica p15, Otro inhibidor de cicli- 
na D-CDK4/6 (Fig. 24-25). El locus codifica un activador clave del 
Supresor de tumores p53 así como estos inhibidores de CDK. El 
PI4ARF (p19ARF en el ratón) es codificado por un exón corriente 
arriba del primer exón de INK4a y comparte el exón 2 y el exón 3 
con INK4a. Como veremos en la siguiente sección, esta proteína 
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FIGURA 24-25 El locus INK4b-ARF-INK4a. Este locus codifica tres genes 
supresores de tumores. Los exones son designados como E. Los dos exones 
INK4b (naranja) está ubicados corriente arriba del locus ARE/NK4a. ARF (azul) 
está codificado por un exón E1B único pero comparte los exones E2 y E3 con 
INK4a (verde). INK4b e INK4a codifican p15 y p16, respectivamente. ARF codifica 
un activador de p53. (Adaptado de Sherr, 2006, Nat. Rev Cancer 6:663-673.) 


controla la estabilidad de p53. De este modo, las mutaciones en este 
locus afectarían simultáneamente las dos vías supresoras de tumo- 
res principales en la célula, las vías de Rb y de p53. 


La pérdida de p53 suprime el punto de control de 
daño en el DNA 


El p53 tiene un papel central en la tumorigénesis. Se cree que la mayo- 
ría, si no todos los tumores humanos, tiene mutaciones en el mismo 
p53 o en proteínas que regulan la actividad de p53. Las células con p53 
funcional se detienen en G, cuando son expuestas a radiación que daña 
el DNA, mientras que las células que carecen de p53 funcional no lo 
hacen. A diferencia de otras proteínas del ciclo celular, p53 está pre- 
sente en niveles muy bajos en las células normales debido a que es muy 
inestable y rápidamente degradado. Los ratones que carecen de p53 son 
en gran medida viables y saludables, excepto por una predisposición a 
desarrollar múltiples tipos de tumores. 

En ratones normales, la cantidad de proteína p53 se intensifica, una 
respuesta postranscripcional, solo en situaciones estresantes como ra- 
diación ultravioleta o y, calor y oxígeno bajo. La radiación por rayos y 
crea lesiones en el DNA. Las serina-cinasas ATM y/o ATR son recluta- 
das a estos sitios de daño y luego activadas. Después fosforilan a p53 
en un residuo de serina en el extremo N-terminal de la proteína. Esto 
causa que la proteína evada la degradación mediada por ubicuitina, lo 
que lleva a un incremento marcado en su concentración (Fig. 24-26). 
El p53 estabilizado activa la transcripción del gen que codifica p21“", el 
cual se une e inhibe a la ciclina E-CDK2 de mamífero y a una variedad 
de otros genes. Como resultado, las células con DNA dañado están de- 
tenidas en Gl, y esto proporciona tiempo para la reparación del DNA 
por mecanismos estudiados en el Capítulo 4, o las células se detienen 
permanentemente, es decir, se vuelven senescentes. La actividad de 
p53 no está limitada a inducir la detención del ciclo celular. Adicional- 
mente, este supresor de tumores de propósitos múltiples estimula la 
producción de proteínas proapoptóticas (véase la siguiente sección) y 
enzimas de reparación del DNA (véase Fig. 24-26). De hecho, la senes- 
cencia y la apoptosis podrían ser los medios más importantes a través 
de los cuales p53 previene el crecimiento tumoral. 

Por lo general, la actividad de p53 se mantiene baja por una pro- 
teína llamada Mdm2. Cuando Mdm2 se une a p53, inhibe la habilidad 
de activación de la transcripción de p53 y al mismo tiempo, debido 
a que tiene actividad ligasa de ubicuitina E3, cataliza la ubicuitina- 
ción de p53, y de esta manera dispara la degradación proteosómica 
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FIGURA 24-26 Detención en G, en respuesta a daño en el DNA. La 
actividad cinasa de ATM es activada en respuesta a daño en el DNA debido 
a varias situaciones de estrés (p. ej., radiación UV, calor). Luego, ATM activada 
dispara tres vías que conducen a la detención en G: (HI) Chk2 es fosforilada 
y, a su vez, fosforila a Cdc25A, y la marca asi para la degradación y bloquea su 
función en la activación de CDK2. (EJ) En una segunda vía, la fosforilación de 
p53 lo estabiliza, lo que permite la expresión activada por p53 de genes que 
codifican proteínas que causan la detención en G,, promueven apoptosis 

o participan en la reparación del DNA. (EJ) La tercera vía es otra manera de 
controlar el conjunto de p53. La proteína Mdm2 en su forma activa puede 
formar un complejo con p53 e inhibir el factor de transcripción y causar la 


de p53. La fosforilación de p53 por ATM o ATR desplaza a Mdm2 
unido de p53, y así lo estabiliza. Debido a que el gen Mdm2 es en 
sí mismo activado transcripcionalmente por p53, Mdm2 funciona 
en un circuito de retroalimentación autorregulador con p53, quizá 
previniendo el exceso de la función de p53. El gen Mdm2 está ampli- 
ficado en muchos sarcomas y otros tumores humanos que contienen 
un gen p53 normal. Incluso a pesar de que p53 normal es producido 
por dichas células tumorales, los niveles elevados de Mdm2 reducen 
la concentración de p53 lo suficiente como para suprimir la deten- 
ción en G, inducida por p53 en respuesta a radiación. Un regulador 
clave de la ligasa de ubicuitina Mdm2 es la proteína p14ARF (p19 en 
el ratón), codificada por el locus supresor de tumores múltiple que 
también codifica las proteínas INK4. El pl4ARF se une a Mdm2 en 
el nucléolo y la secuestra (de esta manera, causa la estabilización de 
p53). Los niveles normales de p14ARFE son tan bajos en los tejidos 
que la proteína es apenas detectable. Esto es bueno porque, de otro 
modo, ocasionaría la acumulación de p53 y la consiguiente deten- 
ción del ciclo celular o la apoptosis. Sin embargo, en respuesta a la 
señalización oncogénica, es decir, en presencia de altos niveles de 
señales mitogénicas, la transcripción de p14ARF es inducida por el 
factor de transcripción E2F (véase Fig. 24-26). Así, ARF es un inhibi- 
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ubicuitinación de p53 y la subsiguiente degradación por el proteasoma. ATM 
fosforila Mdm2 para inactivarlo, lo que causa una estabilización aumentada de 
p53. Además, los niveles de Mdm2 están controlados por p14ARF (p19ARF en 
ratones), el cual se une a Mdm2 y lo secuestra en el nucléolo, donde no puede 


acceder p53. El gen p14ARF es inducido por altos niveles de señalización 
s frecuentemente observada en células que portan 


mitogénica que e 
ctores de crecimiento. 


mutaciones oncogénicas en las vías de señalización de fa 
El gen Mdm2 humano está frecuentemente amplificado en sarcomas, lo cual 
se presume causa la inactivación excesiva de p53. De manera similar, p14ARF 


también se halla mutado en algunos cánceres. 


dor importante de la tumorigénesis puesto que induce la activación 
de p53, cuando la señalización mitogénica alcanza niveles altos no 
fisiológicos, por medio de mutaciones hiperactivadoras en las vías 
de señalización. Por esa razón, por la cual las vías de señalización 
mitogénica causan proliferación incontrolada como se observa en 
el cáncer, esta regulación por exceso de p53 no debe ocurrir. Por lo 
tanto, no es sorprendente que p53 esté inactivo en la mayoría de los 
tumores humanos, ya sea a través de la pérdida de la función de p53 
en sí mismo o mediante la regulación por defecto de reguladores po- 
sitivos de la función de p53 como p14ARF o la regulación por exceso 
de reguladores negativos de p53 como Mdm2. 
Meira 
nas que contribuyen a su habilidad E ] .. polola E 
table y la mitosis en una variedad de e me va is 
eE células en cultivo. Dos de estas (E6 
Ae MpresorEs de tumores p53 y Rb, respectivamente, Y 
A 
de la célula. Recordemos que la o Poo reguladoras 
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La forma activa de p53 es un tetr 
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ticas. Una mutación puntual de 


cambio de sentido en uno de los d 
P os 
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debido a que virtualmente todos los olisé ' 
una subunidad defectuosa, y dichos Rea a a dad 
reducida para activar la transcripción Por lot a e a copa 
cogénicas en p53 actúan como deicinantes pe > ala! pd 
en un solo alelo que causan una pérdida de e pia boa Dn 
función es incompleta, de manera que para cr ens E o 
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de la heterocigosidad). Como hemos a india ia ea 
mutaciones dominantes negativas ee a ira ba 
U ocurrir en proteínas cuyas 
formas activas son multiméricas o cuya función depende de las interac- 
ciones con otras proteínas. En contraste, las mutaciones de pérdida de 
función en otros genes supresores de tumores (p. ej., RB) son recesivas 
debido a que las proteínas codificadas funcionan como monómeros y 
la mutación de un solo alelo tiene pocas consecuencias funcionales. 

La proteína p53 es un mecanismo de defensa clave contra la 
transformación cancerosa. Esto se ilustra mejor por la alta frecuencia 
de pérdida de función de p53 en cánceres humanos. Las mutaciones 
de pérdida de función en el gen p53 ocurren en más del 50% de los 
cánceres humanos. ¿Contra qué nos protege? A diferencia de Rb, el 
cual previene la proliferación inapropiada, p53 protege a la célula de 
cambios genéticos. Cuando el punto de control en G, de p53 no opera 
correctamente, el DNA dañado puede replicarse y perpetuar las mu- 
taciones y los reordenamientos de DNA que son transmitidos a las 
células hijas, lo que contribuye a la probabilidad de transformación a 
células metastásicas. Al mismo tiempo, la apoptosis es inhibida y esto 
contribuye a la evolución de las células transformadas. Debido a su 
función central en la prevención de la tumorigénesis, los investigado- 
res están buscando intensamente compuestos que puedan restaurar la 
función de p53 como una nueva manera de tratar un amplio espectro 
de tumores humanos. 


Los genes apoptóticos pueden funcionar como 
protooncogenes de genes supresores de tumores 


Durante el desarrollo normal muchas células son designadas para la 
muerte celular programada, también conocida como apoptosis (véa- 
se Cap. 21). Muchas anormalidades, incluyendo errores en la mitosis, 
daño en el DNA y un exceso anormal de células que no se necesitan para 
el desarrollo de un órgano funcional, pueden disparar la apoptosis. En 
algunos casos, la muerte celular pareciera ser la situación por defecto, 
con señales requeridas para asegurar la supervivencia celular. Las célu- 
las pueden recibir instrucciones de vivir e instrucciones de Bor Y un 
sistema regulador complejo integra los diversos tipos de información. 
Si las células no mueren cuando deberían y en cambio continúan 
proliferando, podría formarse un tumor. Por ejemplo, la leucemia lin- 
foblástica crónica ocurre debido a que las células sobreviven cuando 
deberían estar muriendo. Las células se acumulan con lentitud, y la 
mayoría no está dividiéndose activamente, pero no mueren. Las célu- 
las de la leucemia linfoblástica crónica tienen translocaciones cromo- 
sómicas que activan un gen llamado bel-2, que ahora sabemos es un 
bloqueador crítico de la apoptosis (véase Fig. 21-37). La sobreproduc- 
ción inapropiada resultante de la proteína Bcl-2 impide la apoptosis 
normal y permite la supervivencia de estas células tumorales. Por lo 
tanto, los tumores de la leucemia linfoblástica crónica son atribuibles 
a fallas en la muerte celular. Otra docena de protooncogenes que nor- 
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malmente están involucrados en la regulación negativa de la apoptosis 
han sido mutados para volverse oncogenes. La sobreproducción de sus 
proteínas codificadas previene la apoptosis incluso cuando es necesa- 
ria para detener el crecimiento de las células cancerosas. 

De manera inversa, los genes cuyos productos proteicos estimulan 
la apoptosis se comportan como supresores de tumores. Un ejemplo es 
el gen PTEN estudiado en el Capítulo 16. La fosfatasa codificada por 
este gen desfosforila el fosfatidilinositol 2,4,5-trifosfato, un mensaje- 
ro secundario que funciona en la activación de Akt (véase Fig. 16-26). 
Las células que carecen de la fosfatasa PTEN tienen niveles elevados 
de fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato y Akt activa, la cual promueve la 
supervivencia de la célula, el crecimiento y la proliferación e impide la 
apoptosis por varias vías. De esta manera, PTEN actúa como un supre- 
sor proapoptótico de tumores al disminuir los efectos antiapoptóticos 
que promueven la proliferación de Akt. 

El gen supresor de tumores proapoptótico más común implicado 
en cánceres humanos es p53. Entre los genes activados por p53, están 
varias proteínas codificantes proapoptóticas como Bax (véase Fig. 21- 
38). Cuando la mayoría de las células sufre daño extenso en el DNA 
u otras situaciones de estrés como hipoxia, la expresión inducida por 
p53 de proteínas proapoptóticas lleva a su rápida desaparición (véase 
Fig. 24-26). Mientras esto puede parecer una respuesta drástica frente 
al daño en el DNA, previene la proliferación de células propensas a 
acumular mutaciones múltiples. Cuando la función de p53 se pierde, 
la apoptosis no puede ser inducida y la acumulación de mutaciones 
requerida para que el cáncer se desarrolle se vuelve más probable. 


Los micro-RNA son una nueva clase de factores 
oncogénicos 


En los últimos años, se ha vuelto claro que los RNA no codificantes, 

en especial los micro-RNA (miRNA), cumplen una función crítica 

en la tumorigénesis. Típicamente, la generación de miRNA involucra 

la transcripción de un RNA precursor que, a través de una cantidad 

de pasos de procesamiento, es recortado a miRNA maduro de 20-22 

nucleótidos de longitud. Por lo general, los micro-RNA maduros se 
unen en la región 3" no codificada (UTR, untranslated region) de sus 
RNA diana e inhiben su traducción o, a veces, causan la degrada- 
ción del mRNA diana. Hasta la fecha, aproximadamente 750 miRNA 
han sido identificados en seres humanos y han sido implicados en la 
regulación del 30% de los mRNA de la célula, con funciones funda- 
mentales en la proliferación celular, la diferenciación y la apoptosis. 
Se ha demostrado que varios de ellos también funcionan como genes 
supresores de tumores u oncogenes. 

La primera función de los miRNA en la tumorigénesis fue revela- 
da mediante el análisis de la región cromosómica 13q14.3. Esta región 
genómica se halla eliminada en la mayoría de los casos de leucemia 
linfocítica crónica, la leucemia más común en seres humanos. La carac- 
terización de la enfermedad que ocasiona la deleción demostró que dos 
micro-RNA, miR-15-a y miR-16-1, causan la leucemia linfocítica cró- 
nica. Los ratones mutantes para ambos micro-RNA desarrollan leuce- 
mia linfocítica crónica o la leucemia linfocítica celular relacionada. Los 
dos micro-RNA parecen controlar los genes de proliferación celular. 
En su ausencia, la proliferación de las células B es mayor. La familia let7 
de miRNA también ha sido implicada en la tumorigénesis. Los miRNA 
de Let-7 regulan por defecto la traducción de Ras. De esta manera, en 
ausencia de miRNA, Ras se produce en exceso constitutivamente, y esto 
contribuye a la tumorigénesis. Los miRNA de Let-7 también tienen 
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otras dianas en la célula, y generalmente se cree que cada micro-RNA 
tiene múltiples dianas, lo que provee una amplia oportunidad de con- 
tribuir a la tumorigénesis. 

Debido a su función en inhibir la traducción, los miRNA pueden 
funcionar como genes supresores de tumores, como así también on- 
cogenes. Los miR-15-a y miR-16-1 actúan como genes supresores de 
tumores; normalmente, ellos inhiben la proliferación celular, y su au- 
sencia lleva a crecimiento celular. Sin embargo, se halló que algunos 
miRNA también se sobreexpresan en cáncer, y su análisis indica que 
funcionan como oncogenes. La sobreexpresión de miR-155 se halla en 
muchos cánceres y causa la expansión de células B grandes. El miR-21 
es de un interés particular. Este micro-RNA es sobreexpresado en la 
mayoría de los tumores sólidos, incluyendo el glioblastoma, los tumo- 
res de mama, de pulmón, pancreáticos y de colon, y tiene como diana 
varios genes supresores de tumores, entre ellos la fosfatasa PTEN. Que- 
da mucho por aprender acerca de cómo los micro-RNA contribuyen 
a la tumorigénesis, pero está claro que, por medio de su habilidad de 
regular muchos genes diferentes, pueden impactar en la progresión de 
la enfermedad en más de una forma. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 24.4 


Cáncer y mutación de los reguladores de la división 
celular y los puntos de control 


+ La sobreexpresión del protooncogén que codifica ciclina D1 o la 
pérdida de los genes supresores de tumores que codifican p16 y Rb 
pueden causar un paso inadecuado y no regulado a través de STAR en 
la G, tardía. Tales anormalidades son vistas en el 80% de los tumores 
humanos. 


+ El locus INK4-ARF representa el principal locus supresor de tumores 
en humanos, y controla ambas vías de Rb y de p53 (véase Fig. 24-25). 


+ La proteína p53 es un supresor de tumores multifuncional que pro- 
mueve la detención en G, y G,, la apoptosis y la reparación del DNA en 
respuesta a DNA dañado (véase Fig. 24-26). 


« Las mutaciones de pérdida de función en el gen p53 ocurren en más 
del 50% de los cánceres humanos. La sobreproducción de Mdm2, una 
proteína que normalmente inhibe la actividad de p53, ocurre en varios 
cánceres (p. ej., sarcomas) que expresan la proteína p53 normal. Así, de 
una forma u otra, la vía de respuesta a estrés de p53 es inactivada para 
permitir el crecimiento tumoral. 


+ El virus del papiloma humano (HPV) codifica tres proteínas onco- 
génicas: E6 (inhibe a p53), E7 (inhibe a Rb) y E5 (activa el receptor de 
PDGF). 


« La sobreproducción de proteínas antiapoptóticas (p. ej., Bcl-2) puede 
conducir a una supervivencia celular inapropiada y está asociada con la 
leucemia linfoblástica crónica y otros cánceres. La pérdida de las pro- 
teínas que promueven la apoptosis (p. ej., el factor de transcripción p53 
y la fosfatasa PTEN) tienen un efecto oncogénico similar. 


+ Los micro-RNAs han sido implicados en la progresión de la enfer- 
medad en muchos tipos diferentes de cáncer. Pueden funcionar como 
supresores de tumores o como oncogenes. 
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24.5 Carcinógenos Y genes cuidadores en Cáncer 
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a la formación de una población heterogénea de células malignas. Por 
da hacia un solo gen o incluso hacia 
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esta razón, la quimioterapia dirigi Ea 
un grupo de genes probablemente sea ineficaz para aniquilar todas las 
células malignas. Este problema se suma al interés en terapias que in- 
terfieran con el suministro de sangre a los tumores, que tengan como 
diana células aneuploides o que de otras formas actúen en múltiples 
tipos de células tumorales. 

En general, las células normales en división utilizan varios mecanis- 
mos para prevenir la acumulación de mutaciones perjudiciales que pue- 
dan conducir al cáncer. Una forma de protección contra las mutaciones 
de las células madre es su velocidad de división relativamente baja, la 
cual reduce la posibilidad de daño en el DNA incurrido durante la re- 
plicación del DNA y la mitosis. Además, la progenie de células madre 
no tiene la capacidad de dividirse indefinidamente. Después de varias 
rondas de división salen del ciclo celular, lo que reduce la posibilidad 
de una regulación alterada de la división celular inducida por mutación 
asociada con tumores peligrosos. También, si se requieren múltiples 
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a res da 

puestos que buscan y reaccionan 
con da rICOS en electrones en otros compuestos). Reaccionando 
químicamente con átomos de nitrógeno y oxígeno en el DNA, estos 
compuestos pueden modificar las bases en el DNA de manera que dis- 
torsionan el patrón normal de apareamiento de las bases. Si estos nu- 
cleótidos modificados no son reparados, permiten que un nucleótido 
incorrecto sea incorporado durante la replicación. Este tipo de carcinó- 
geno incluye el etilmetanosulfonato (EMS), el dimetilsulfato (DMS) y 
las mostazas nitrogenadas. 

En contraste, los carcinógenos de acción indirecta por lo general no 
son reactivos, a menudo compuestos insolubles en agua que pueden 
actuar como potentes inductores del cáncer sólo después de la intro- 
ducción de centros electrofílicos. En animales, las enzimas del citocromo 
P-450 están ubicadas en el retículo endoplasmático de la mayoría de 
las células y alcanzan niveles especialmente altos en las células del hí- 
gado. En general, las enzimas P-450 funcionan para adicionar centros 
electrofílicos, como grupos OH, a químicos extraño no polares, como 
ciertos insecticidas y agentes terapéuticos, para solubilizarlo de manera 
que puedan ser excretados del cuerpo. Sin embargo, las enzimas P-450 
también pueden convertir químicos inofensivos en carcinógenos. De 
hecho, la mayoría de los carcinógenos químicos tienen poco efecto mu- 
tagénico hasta que ser modificados por enzimas celulares. 


Algunos carcinógenos han sido vinculados con 
cánceres específicos 


En los primeros días de la conciencia de cáncer, se hizo claro que al 
menos algunos se deben a tóxICOS del entorno. Por ejemplo, en 1775 se 
informó que la exposición al hollín por deshollinar causaba cáncer de 
escroto, y en 1791 se dio a conocer que el uso de rapé (tabaco) estaba 
asociado con el cáncer nasal. Los químicos ambientales fueron origi- 
nalmente asociados con el cáncer a través de estudios experimentales 
en animales. El experimento clásico consiste en pintar repetidas veces 
ba en el lomo de un ratón y buscar el desarrollo 
mo sistémicos en el animal. Tales ensayos 
cinógeno químico puro de alquitrán 
de hulla en 1933, benzopireno. La función de la radiación en el daño de 
los cromosomas fue primero demostrada en la década de los años 1920 
utilizando Drosophila irradiada con rayos X. Más tarde, la capacidad de 
la radiación de causar cáncer humano, en especial leucemia, fue dra- 
máticamente demostrada por las tasas aumentadas de esta patología 
entre los sobrevivientes de las bombas atómicas arrojadas en la Segun- 
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FIGURA 24-27 Carcinogénesis química por el humo del tabaco. El 
hábito de fumar cigarrillos proporciona un ejemplo claro de una forma mortal 
de carcinogénesis química. Las tasas de cáncer de pulmón siguen las tasas 
del tabaquismo, con aproximadamente 30 años de desfase. Las mujeres 
comenzaron a fumar en grandes cantidades a comienzos de la década de 
1960, y a comienzos de la década de 1990, el cáncer de pulmón superó al 
cáncer de mama como la principal causa de muerte por cáncer en mujeres. 
Al mismo tiempo, un descenso gradual en las tasas de tabaquismo entre 
hombres a comienzos de la década de 1960 ha sido reflejado en un descenso 
en su tasa de cáncer de pulmón. (De la American Cancer Society) 


A pesar de que se cree que los carcinógenos químicos son fac- 
tores de riesgo para muchos cánceres humanos, se ha establecido 
una vinculación directa con cánceres específicos solo en unos pocos 
casos, y los más importantes son el de pulmón y los otros cánceres 
(de laringe, faringe, estómago, hígado, páncreas, vejiga, cuello ute- 
rino, y más) asociados con el tabaquismo. Estudios epidemiológicos 
(Fig. 24-27) primero indicaron que fumar cigarrillos era la causa 
principal del cáncer de pulmón, pero la razón no estuvo clara hasta 
el descubrimiento de que cerca del 60% de los cánceres de pulmón 
humanos contienen mutaciones inactivantes en el gen p53. El quí- 
mico benzopireno, que se halla en el humo de los cigarrillos así como 
en el alquitrán de hulla, sufre una activación metabólica en el pul- 
món (Fig. 24-28) a un potente mutágeno que principalmente causa 
la conversión de las bases guanina (G) a timina (T), una mutación 
de transversión. Cuando se aplica a células epiteliales bronquiales 
en cultivo, el benzopireno activado induce muchas mutaciones, 
incluyendo mutaciones inactivantes en los codones 175, 248 y 273 
del gen p53. Estas mismas posiciones, todas dentro del dominio de 
unión al DNA de la proteína, son zonas calientes mutacionales cen- 
trales en el cáncer de pulmón humano. De hecho, la naturaleza de 
las mutaciones en p53 (y en otros genes relacionados con el cáncer) 
proporciona pistas sobre el origen del cáncer. Por ejemplo, las trans- 
versiones de G a T causadas por el benzopireno están presentes en 
los genes p53 de cerca de un tercio de los tumores de pulmón de los 
fumadores. Este tipo de mutación es relativamente raro entre las 
mutaciones en p53 halladas en otros tipos de tumores. El carcinóge- 
no deja su huella. De este modo, existe una fuerte correlación entre 
un carcinógeno químico definido en el humo del cigarrillo y el cán- 
cer humano. Es probable que otros químicos en el humo del cigarri- 
llo induzcan mutaciones en otros genes puesto que contiene más de 
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Benzopireno 7,8-epoxi Benzopireno- 
benzopireno 7,8-diol 
ño) HO 
OH 
Metabolitos menos 
carcinogénicos 
Tetraol 


benzopireno 


FIGURA 24-28 Procesamiento enzimático de benzopireno a un 
mutágeno y carcinógeno más potentes. Las enzimas hepáticas, 
particularmente las enzimas P-450, modifican el benzopireno en una serie de 
reacciones, lo que produce 7,8-diol-9,10-epóxido, una especie mutagénica 
altamente potente que reacciona con DNA primariamente en el átomo de N, 
de una base de guanina en el DNA. El aducto resultante, (+)-trans-anti-Bla)P-N'- 
dG, causa que la polimerasa inserte una A en vez de una C en el lado opuesto 


60 carcinógenos. De manera similar, la exposición a amiantos está 
claramente asociada con el mesotelioma, un tipo de cáncer epitelial. 

El cáncer de pulmón no es el único cáncer humano principal para 
el cual un factor de riesgo claro ha sido identificado. La aflatoxina, 
un metabolito fúngico encontrado en granos enmohecidos, induce el 
cáncer de hígado (Fig. 24-29a). Después de la modificación química 
por enzimas del hígado, la aflatoxina se vincula con residuos G en el 
DNA e induce transversiones de G a T. La aflatoxina también causa una 
mutación en el gen p53. Por otra parte, cocinar carne a altas tempera- 
turas causa reacciones químicas que forman aminas heterocíclicas, las 
cuales son mutágenos potentes y producen carcinomas de colon y de 
mama en modelos animales. Las aminas heterocíclicas reaccionan con 
las bases de desoxiguanosina para formar aductos mutagénicos (Fig. 
24-29b). La exposición a otros químicos ha sido correlacionada con 
cánceres menores. Por lo general, falta una fuerte evidencia acerca de 
los factores de riesgo alimentarios y ambientales que nos pueda ayudar 
a evitar otros cánceres comunes (p. ej., cáncer de mama, de colon y de 
próstata y leucemias). 


La pérdida de los sistemas de reparación del DNA 
puede producir cáncer 


Incluso sin ningún carcinógeno externo o mutágeno, los procesos 
normales generan una gran cantidad de daño en el DNA. El daño se 
debe a reacciones de depurinación, de alquilación y a la generación 
de especies reactivas como radicales del oxígeno, todos los cuales al- 
teran el DNA. Ha sido estimado que, en cada célula, más de 20 000 
alteraciones ocurren en el DNA cada día solo por las especies reacti- 
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na modificada 


Base de guani n la posición N, 


por el aducto e 


(0) 
N 
HirN | » (4+)-trans-anti 
p . )- -aánti- 
7,8-diol-9,10-epoxi a N Bla)P-N?-4G 
benzopireno H=N X 
DNA 
O HO a 
——=> Mutación —> Cáncer 
o => e 
HO HO 
OH OH 
OH Reparación del DNA 
HO 


HO 
OH 

a la base G modificada. La próxima vez que el DNA sea at pe o 
insertada en el lado opuesto a la A, y la mutación estará comp eta. as flechas 
horizontales indican alteraciones hacia una potencia Mayor, mientras que las 
flechas verticales indican cambios en la dirección de una toxicidad reducida, 
El símbolo de la“O"grande representa el resto de la estructura de múltiples 
anillos mostrada en la molécula completa de benzopireno a la izquierda. 
(Adaptado de E L. Loechler, 2001, Encyclopedia of Life Science.) 


vas del oxígeno y la despurinación. De este modo, la reparación del 
DNA es un sistema de defensa crucial. 

La función normal de los genes cuidadores es prevenir o reparar 
el daño en el DNA. La pérdida de los sistemas de reparación del DNA 
de alta fidelidad que son descritos en el Capítulo 4 se correlaciona 
con el riesgo incrementado de cáncer. Por ejemplo, los seres humanos 
que heredan mutaciones en los genes que codifican una proteína cru- 
cial de reparación de un apareamiento erróneo o una de reparación 
de una escisión tienen una probabilidad enormemente aumentada 
de desarrollar ciertos cánceres (Cuadro 24-2). Sin una reparación del 


DNA apropiada, las personas con xeroderma pigmentosum o cáncer 
colorrectal no hereditario no polipósico (también conocido como 
síndrome de Lynch) son propensos a acumular mutaciones en mu- 
chos otros genes, incluyendo aquellos que son críticos en el control 
del crecimiento de la célula y la proliferación. El xeroderma pigmen- 
tosum causa que las personas afectadas desarrollen cáncer de piel con 
una frecuencia 1 000 veces mayor de lo normal. Siete de los 8 genes 


de xeroderma pigmentosum conocidos codifican componentes de la 
maquinaria de reparación de escisi 
nismo de reparación, los 


lan el crecimiento celular 


ON£€s, y en ausencia de este meca- 
genes que controlan el ciclo celular o regu- 
y la muerte se mutan. Los genes del cáncer 


O erróneo, y las mutaciones en 
de los cánceres de colon esporádicos. 
Pos benignos a tumores maduros mu- 
ual, presumiblemente debido a que las 


Perimentan una mutagénesis continua 


de discordancias sin reparación 


(al Modificación 
Es enzimática 


Reacción espontánea 
con el N-7 de la 
guanosina 


Aflatoxina B 


| 
DNA 


Desoxiguanosina 


(b) Cocinar carne a 
altas temperaturas 


| 


Oxidación por 


FIGURA 24-29 Acciones de dos carcinógenos químicos. (a) Como 


todos los carcinógenos de acción indirecta, la aflatroxina debe experimental 
una modificación catalizada por enzirnas antes de poder reaccionar con el 
DNA. En la aflatoxina, el enlace doble coloreado reacciona con un atomo de 
oxígeno y lo habilita para reaccionar químicamente con el átomo N-7 de una 
guanina en el DNA, lo que forma una gran molécula voluminosa que Causa 


que la DNA polimerasa inserte una A en lugar de una Cen el lado opuesto 

a la base G modificada durante la replicación. Este compuesto muta el gen 
supresor de tumores p53, causa así transversiones deGaTyes un factor de 
riesgo conocido de cáncer humano. (b) Reacciones químicas que ocurren 

en la comida humana elevada a alta temperatura, en especial carne roja, 
crean alrededor de 16 tipos diferentes de aminas heterocíclicas a partir de 
precursores tales como la creatinina y los aminoácidos. La amina heterociíclica 
mostrada aquí, PhIP es la más común en la dieta humana. Las enzimas del 
citocromo P-450 la convierten en una forma químicamente muy reactiva, la 
cual reacciona con una base de guanina en el DNA para formar un aducto 

de DNA que es mutagénico. PhIP causa carcinomas de mama y de colon en 
roedores y podría estar involucrado en el cáncer de próstata humano. Aunque 
las conversiones por P-450 ocurren principalmente en células del hígado, las 
aminas heterocíclicas pueden migrar hacia otros tejidos. 


CHz el citocromo CHz 
| P-450 CYP1A2 
S N ——————__—— IS N 
PhIP, la amina | 
heterocíclica más L Je - pa 
común en la dieta N N NH) N-OH-PhIP N N N=0OH 
humana 


Aducto mutagénico 


Un gen frecuentemente mutado en los cánceres de colon debido a 
la ausencia de reparación de discordancias codifica el receptor tipo II 
de TGF-P (véase Fig. 24-23). El gen que codifica este receptor contiene 
una secuencia de 10 adeninas en una fila. Debido al “deslizamiento” de 
la DNA polimerasa durante la replicación, esta secuencia a menudo ex- 
perimenta mutación en una secuencia que contiene9o11 adeninas. Si 
la mutación no es solucionada por el sistema de reparación de discor- 


dancias, el corrimiento en el marco de lectura resultante en la secuen- 
prime la producción de la proteína del 


iamente, tales mutaciones inacti- 
inhibición del crecimiento por 
al crecimiento desregulado 
fe de la importancia de 
ño genético que 
lada. 


cia codificante de la proteína su 
receptor normal. Como se vio prev 
vantes hacen a las células resistentes a la 
TGF-B, lo que de esta manera contribuye 
característico de estos tumores. Este hallazgo da 
la reparación de discordancias en la corrección del da 
Podría de otra forma llevar a una proliferación celular incontro 


Todos los mecanismos de reparación del DNA utilizan una fa- 
milia de DNA polimerasas para corregir el daño en el DNA. Nueve 
de estas polimerasas, incluyendo una llamada DNA polimerasa f, son 
capaces de utilizar moldes que contienen aductos de DNA y otras 
modificaciones químicas, incluso bases ausentes. Estas se llaman po- 
limerasas de DNA lesión-tranlesión (lesion-bypass DNA polymerases). 
Cada miembro de la familia de polimerasas tiene distintas capacida- 
des de colaborar con tipos particulares de lesiones en el DNA. Presu- 
miblemente, tales polimerasas son toleradas debido a que a menudo 
cualquier reparación es mejor que ninguna. Son las polimerasas de 
última instancia, las que se utilizan cuando las polimerasas más con- 
vencionales y precisas no pueden actuar, y llevan a cabo un proce- 
so de replicación mutagénico. La DNA Pol $ no hace correcciones y 
se sobreexpresa en ciertos tumores, quizá debido a que se necesita a 
altos niveles para que las células sean capaces de dividirse absoluta- 
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Cuadro 24-2 | Algunas enfermedades hereditarias humanas y cánceres asociados con defectos en 


Sistema de 
reparación del DNA 


Enfermedad afectado 


Sensibilidad 


la reparación del DNA 


Susceptibilidad al 


, , Síntomas 
cánce j A A 


PREVENCIÓN DE MUTACIONES PUNTUALES, INSERCIONES Y DELECIONES 
Desarrollo temprano de 


Cáncer colorrectal Reparación de discor- 


Xeroderma pigmentosum Reparación de escisio- 


nes de nucleótidos puntuales 


Radiación UV, mutágenos 


hereditario no polipósico dancias en el DNA químicos 
Fotosensibilidad en piel 


Radiación UV, mutaciones 


Colon, ovario 
tumores 


Carcinomas de piel, y 


melanomas ojos, queratosis 


REPARACIÓN DE DOBLES ROTURAS 


Síndrome de Bloom Reparación de dobles 
roturas por recombi- 


nación homóloga 


Agentes alquilantes suaves 


Fotosensibilidad, telan- 
giectasia facial, alteracio- 
nes cromosómicas 


Carcinomas, leucemia, 
linfomas 


Anemia de Fanconi Reparación de dobles 
roturas por recombi- 


nación homóloga 


Agentes de entrecruza- 
miento del DNA, químicos 
oxidantes reactivos 


Anormalidades del 
desarrollo, incluyendo in- 
fertilidad y deformidades 
del esqueleto; anemia 


Leucemia mieloide aguda, 
carcinomas de las células 


escamosas 


AAA AAA AAA === 


Cáncer de mama 
hereditario, deficiencia en 
BRCA-1 y BRCA-2 


Reparación de dobles 
roturas por recombi- 
nación homóloga 


Cáncer de mama y 
ovárico 


Cáncer de mama y 
ovárico 


q ATA q —__——_—_—_—KX<X24<— 


FUENTES: modificado de A. Kornberg y T. Baker, 1992, DNA Replication, 2d ed., W. H. Freeman and Company, p. 788; ]. Hoeijmakers, 


y D. Schild, 2002, Mutation Res. 509:49. 


mente ante una carga creciente de mutaciones. Se cree que los siste- 
mas de reparación propensos a errores median muchos, si no todos, 
los efectos carcinogénicos de los químicos y la radiación puesto que 
es sólo después de la reparación que una mutación heredable existe. 
Hay evidencia creciente de que las mutaciones en la DNA Pol $ están 
asociadas con los tumores. Cuando se examinaron 189 tumores, 58 
tenían mutaciones en el gen de la DNA Pol $, y la mayoría de estas 
mutaciones no se hallaron ni en el tejido normal del mismo paciente 
ni en el espectro normal de mutaciones halladas en personas diferen- 
tes. Expresar dos de las formas de la polimerasa mutante en células de 
ratón hizo que estas crecieran con una apariencia transformada, con 
formación de un foco e independencia de anclaje. 

Las dobles roturas son lesiones particularmente graves debido 
a que la unión incorrecta de las dos hebras de DNA puede llevar a 
reordenamientos cromosómicos grandes y a translocaciones como 
las que producen un gen híbrido o traen un gen regulador del cre- 
cimiento bajo el control de un promotor diferente. A menudo, la 
reparación de tal daño depende de que se utilice el cromosoma ho- 
mólogo como una guía (véase Fig. 4-42). Las células B y T del sis- 
tema inmunitario son particularmente susceptibles a los reordena- 
mientos en el DNA causados por las dobles roturas creados durante 
el reordenamiento de su inmunoglobulina o sus genes de receptores 
de células T, lo que explica la participación frecuente de estos loci de 
genes en leucemias y linfomas. BRCA-1 y BRCA-2, genes implicados 
en los cánceres de mama y de ovario humanos, codifican compo- 
nentes importantes de los sistemas de reparación de corte del DNA. 
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2001, Nature 411:366; y L. Thompson 


Las células que carecen de una de las funciones de BRCA son inca- 
paces de reparar DNA donde el cromosoma homólogo proporciona 
el molde para la reparación. 


La expresión de la telomerasa contribuye a la 
inmortalización de las células cancerosas 


Los telómeros, extremos físicos de los cromosomas lineales, consis- 
ten en repeticiones en tándem de una secuencia corta de DNA, TTA- 
GGG en vertebrados. Los telómeros proporciona la solución al pro- 
blema de la replicación de los extremos (la incapacidad de las DNA 
cea de replicar completamente el extremo de una molécula 
pco RO La telomerasa, una transcriptasa 
a e de RNA, agrega reiteradamente repe- 
o mantener las regiones d ae E 
extremos de los cromoso A e 
pe een qui mas humanos (véase Fig. 6-47). Las células 
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FIGURA 24-30 La pérdida de los telómeros normalmente limita el 
número de rondas de división celular. La replicación de los extremos de 

los cromosomas, los telómeros, requiere de una enzima especial llamada 
relomerasa. La telomerasa porta con ella un molde corto de RNA, el cual es 
utilizado para guiar el ensamblado de repeticiones de TTAGGG en los extremos 
de los cromosomas. Las células embrionarias humanas tienen 8-10 kb de estas 
repeticiones en cada extremo cromosómico. Debido a que la DNA polimerasa 
requiere de un cebador y no hay ninguno en el extremo de la hebra retrasada, 
no puede replicar el DNA completamente en los extremos (véase Cap. 6). Por lo 
tanto, la telomerasa es necesaria, y en su ausencia los cromosomas se encojen 
durante cada mitosis. La telomerasa está presente en las células madre y las 
células de la línea germinal, donde es necesaria para mantener los telómeros 
largos y permite esencialmente indefinidas rondas de división celular. En la 
mayoría de las células somáticas, la telomerasa está en niveles bajos o muy 
bajos y, en consecuencia, la longitud de los telómeros es gradualmente 
erosionada. La longitud de los telómeros, por lo tanto, proporciona un límite 
para la capacidad replicativa. La completa pérdida de las repeticiones de los 
telómeros dispara la reparación del DNA y la apoptosis. Las células cancerosas 
a menudo producen telomerasa, lo que les permite dividirse indefinidamente y 


evadir la muerte programada. 


nes en los telómeros. La pérdida completa de los telómeros conduce 
a fusiones cromosómicas extremo con extremo y a la muerte celular. 
s células tumorales, a pesar de su rápida velo- 
peran este destino y producen telomerasa. 
ue la expresión de la telomerasa es 
se vuelva inmortal, y los inhi- 
o sugeridos como agentes 
e transgenes que pro- 
de otra manera 


La mayoría de la 
cidad de proliferación, su 
Muchos investigadores creen q 
esencial para que una célula tumoral 
bidores específicos de la telomerasa han sid 
terapéuticos contra el cáncer. La introducción d 


ducen telomerasa en células humanas en cultivo que 
ede extender su vida útil por más de 20 du- 


gitud del telómero. En forma inversa, 
células HeLa) en cultivo con RNA 
ue dejaran de crecer en apro- 
as dominantes negativas, 
pueden interferir 


carecen de la enzima pu 
plicaciones y mantener la lon 
tratar células tumorales humanas ( 
antisentido contra la telomerasa causó q 
ximadamente cuatro semanas. Las telomeras 
como las que portan un molde de RNA modificado, 
con el crecimiento de las células cancerosas. 


El pronóstico para el neuroblastoma, un tumor pediátrico del sis- 
uede ser comprobado evaluando el 


tema nervioso periférico, P 


nivel de actividad de la telomerasa en las células tumorales. Los niveles 
altos de telomerasa predicen una escasa respuesta a la terapia, mientras 
que bajos niveles predicen una buena respuesta. El nivel de proteína 
N-myc, un factor de transcripción que regula la expresión de la telome- 
rasa, también es predictivo de la evolución de estos tumores. Los tumo- 
res que tienen el gen N-myc amplificado en un alto número de copias 
tienen un peor pronóstico. Estos resultados demuestran la importancia 
práctica de comprender los circuitos de la síntesis de telomerasa y su 


regulación. Ml 


Las aproximaciones genéticas han mejorado aún más nuestra 
comprensión del papel de la telomerasa en el cáncer. El descubri- 
miento inicial de que los ratones homocigotos para una deleción 
en la subunidad de RNA de la telomerasa son viables y fértiles fue 
sorprendente. Sin embargo, después de cuatro a seis generaciones 
empezaron a aparecer defectos en los ratones con la telomerasa anu- 
lada a medida que sus telomeros muy largos (40-60 kb) se hicieron 
significativamente más cortas. Los defectos incluyeron depleción de 
tejidos que requieren altas tasas de división celular, como piel e in- 
testino, e infertilidad. 

Cuando son tratados con carcinógenos, los ratones con la telo- 
merasa anulada desarrollan tumores menos fácilmente de lo que lo 
hacen los ratones normales. Por ejemplo, los papilomas de piel indu- 
cidos por una combinación de carcinógenos químicos ocurren con 
una frecuencia 20 veces menor en ratones que carecen de una telo- 
merasa funcional que en ratones normales, presumiblemente debido 
a que la apoptosis disparada por p53 es inducida en respuesta a los 
telómeros cada vez más cortos de las células que han comenzado a 
dividirse. Sin embargo, si ambos, la telomerasa y p53 están ausentes, 
hay una mayor proporción de tumores epiteliales como carcinoma 
de las células escamosas, cáncer de colon y de mama. Los ratones con 
una mutación en APC normalmente desarrollan tumores de colon, 
y estos también son reducidos si los ratones carecen de telomerasa. 
Algunos otros tumores se ven menos afectados por la pérdida de la 
telomerasa. Estos estudios demuestran la relevancia de la telomerasa 
para la división celular desenfrenada y hacen a la enzima un posible 
blanco para la quimioterapia. 


CONCEPTOS CLAVE de la Sección 24.5 


Carcinógenos y genes cuidadores en cáncer 


« Los cambios en la secuencia del DNA son el resultado de errores de 
copia y de los efectos de varios agentes físicos y químicos, o carcinóge- 
nos. Todos los carcinógenos son mutágenos, es decir, alteran uno o más 
nucleótidos en el DNA. 


+ Los carcinógenos de acción indirecta, el tipo más común, deben ser 
activados antes de poder dañar el DNA. En los animales, la activación 
metabólica ocurre por medio del sistema del citocromo P-450, una vía 
generalmente utilizada por las células para deshacerse de químicos ex- 
traños nocivos. Los carcinógenos de acción directa tales como EMS y 
DMS no requieren tales modificaciones para poder dañar el DNA. 


+ El benzopireno, un componente del humo del cigarrillo, causa mu- 
taciones inactivantes en el gen p53, y contribuye así a la iniciación de 
tumores de pulmón humanos. 
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*« Los genes cuidadores codifican enzimas que reparan el DNA, man- 
tienen de otro modo la integridad de los cromosomas o promueven la 
muerte de las células cuando ocurre un daño en el DNA. Las mutaciones 
en los genes cuidadores permiten la supervivencia de células que debe- 
rían morir y una mutagénesis continua del genoma que puede conducir 
a una proliferación celular incontrolada y, por consiguiente, al cáncer. 


« Los defectos heredados en los procesos de reparación del DNA halla- 
dos en ciertas enfermedades humanas están asociados con una susceptl- 
bilidad aumentada para contraer ciertos cánceres (véase Cuadro 24-2). 


« Las células cancerosas, al igual que las células de la línea germinal y 
las células madre pero a diferencia de la mayoría de las células dife- 
renciadas, producen telomerasa, la cual previene el acortamiento de 
los cromosomas durante la replicación del DNA y podría contribuir 
a su inmortalización. La ausencia de telomerasa está asociada con la 
resistencia a la generación de ciertos tumores, debido a la respuesta 
protectora de p53. 


Perspectivas para el futuro 


El reconocimiento de que el cáncer es fundamentalmente una enferme- 
dad genética ha abierto nuevas y enormes oportunidades para su pre- 
vención y tratamiento. Ahora, los carcinógenos pueden ser evaluados 
por sus efectos sobre los pasos conocidos en el control del ciclo celular. 
Los defectos genéticos en los controles de los puntos de control para la 
detección de DNA dañado y en los sistemas de reparación ya pueden 
ser reconocidos y utilizados para explorar los mecanismos del cáncer. 
Los múltiples cambios que deben ocurrir para que una célula se con- 
vierta en un tumor peligroso presentan múltiples oportunidades para la 
intervención. Identificar genes mutados asociados con el cáncer señala 
directamente proteínas hacia las cuales se pueden dirigir los fármacos. 
La medicina de diagnóstico está siendo transformada por nuestra 
habilidad recientemente hallada de controlar grandes cantidades de 
características celulares y por métodos cada vez más sensitivos para 
detectar cantidades más pequeñas de células tumorales. Los métodos 
tradicionales para evaluar posibles células tumorales, principalmente 
microscopia de células teñidas, serán ampliados o reemplazados por 
técnicas para medir la expresión de decenas de miles de genes, centrán- 
dose en particular en los genes cuyas actividades son identificadas como 
indicadores poderosos de las propiedades de crecimiento celular y del 
pronóstico del paciente. En la actualidad, las micromatrices de DNA y 
los análisis de secuenciación profunda permiten medir la transcripción 
génica y el número de copias de DNA. En el futuro, las técnicas para 
medir sistemáticamente el contenido proteico así como las modifica- 
ciones en las proteínas y su localización, todas importantes mediciones 
de los estados celulares, nos darán retratos incluso más refinados de las 
células. Los tumores que ahora se ven como idénticos o muy similares 
serán en cambio reconocidos como claramente distintos y se les dará 
tratamientos apropiadamente diferentes. La detección temprana de los 
tumores, basada en la mejor supervisión de las propiedades celulares, 
debería permitir un tratamiento más exitoso. Concentrarse en el pro- 
ceso particularmente destructivo de la metástasis debería tener éxito en 
la mayor identificación de los mecanismos usados por las células para 
migrar, anclarse e invadir. La manipulación de la angiogénesis sigue 
viéndose esperanzadora como un medio para sofocar los tumores. 
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La biología celular molecular del cáncer provee caminos para 
nuevas terapias, pero la prevención continúa siendo fundamental 
y preferible antes que la terapia. Evitar los carcinógenos obvios, en 
particular el humo del cigarrillo, puede reducir significativamente la 
incidencia del cáncer de pulmón y quizá otros tipos de cáncer. Más 
allá de minimizar la exposición a carcinógenos como el humo o la luz 
solar, ciertos acercamientos específicos son ahora factibles. El nuevo 
conocimiento de la participación del virus del papiloma humano 16 
en la mayoría de los casos de cáncer de euno de útero llevó al de- 
sarrollo y aprobación de la Administración Federal de Alimentos y 


Fármacos de una vacuna contra el cáncer que previene tres cuartos de 
o uterino. Los anticuerpos contra los mar- 


todos los cánceres de cuell S 
distinguen a las células cancerosas 


cadores de superficie celular que y ro 
son una fuente de gran esperanza, en especial después de los éxitos 


con el uso clínico de anticuerpos monoclonales contra el receptor 2 
de EGF humano (Her2), una proteína involucrada en algunos casos 
de cáncer de mama humano. Nuevos pasos deben involucrar a la me- 
dicina y a la ciencia. La comprensión de la biología celular del cáncer 
es un paso inicial fundamental hacia la prevención y la cura, pero los 
siguientes pasos son duros. El éxito con Gleevec” (imatinib) contra 
la leucemia es excepcional; muchos cánceres siguen siendo difíciles 
de tratar y causan un enorme sufrimiento. Dado que cáncer es un 
término para un grupo de enfermedades altamente diversas, las in- 
tervenciones exitosas para un tipo podrían no ser útiles para otros. A 
pesar de estas realidades desalentadoras, estamos comenzando a cose- 
char los beneficios de décadas de investigación explorando la biología 
molecular de la célula. Esperamos que muchos de los lectores de este 
libro contribuyan a superar los obstáculos que aún quedan. 
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Revisión de los conceptos 


1. 3 £ , . . . . > 

a características distinguen a los tumores benignos de los malig- 
nos? Con respecto a las mutaciones génicas, ¿qué distingue a los póli- 
pos de colon benignos del carcinoma de colon maligno? 


0, z 
2. El 90% de las muertes por cancer son causadas por tumores metas- 
tásicos más que por tumores primarios. Defina metástasis. Explique el 


fundamento para los siguientes tratamientos: (a) batimastat, un inhi 

bidor de metaloproteasas de la matriz y del receptor del iia, dd 
plasminógeno, (b) anticuerpos que bloquean la función de Ne AÑ 
proteínas integrales de membrana que median el anclaje de las ld a 
la lámina basal y a las matrices extracelulares de varios tejidos, y (c) a Ñ 
fosfonato, el cual inhibe la función de osteoclastos. Los EA A 
células que digieren los huesos, por ejemplo, en la remodelación pa eN 
el crecimiento O la curación. Pueden ser reclutados para una tarea de di 
gestión de un hueso mediante señales de otras células. (d) ¿Cuál es la . 


portancia de la transición epitelio a Mmesénquima durante la metástasis? 


3. Debido a los requerimientos de oxígeno y nutrientes, las células en 
un tejido deben residir dentro de los 100 um de un Mes cla 
Basado en esta información, explique por qué muchos al : 
nos a menudo tienen mutaciones de ganancia de función en uno de 4d 
genes siguientes: BFGF, TGFa. y VEGF. 


4. Los oncogenes Ras han sido identificados en células tumorales hu- 
manas usando ensayos de transformación celular con una línea de fi- 
broblastos de ratón en cultivo llamados células 3T3. ¿Cómo funciona el 
ensayo de transformación de las células 3T3? ¿Por qué puede la trans- 
fección con un gen ras transformar células 3T3 pero no células de fibro- 
blastos normales en cultivo primario? 


5. ¿Qué característica importante de las células tumorales descubrió 
Otto Warburg? ¿Cómo contribuye esta propiedad al proceso de for- 
mación de un tumor? 


6. ¿Qué hipótesis explica las observaciones de que la incidencia de los 
cánceres en los seres humanos aumenta exponencialmente con la edad? 
Dé un ejemplo de datos que confirmen la hipótesis. 


7. Distinga entre protooncogenes y genes supresores de tumores. Para 
volverse promotores del cáncer, ¿los protooncogenes y los genes supre- 
sores de tumores experimentan mutaciones de ganancia de función o 
de pérdida de función? Clasifique los siguientes genes como protoonco- 
genes o genes supresores de tumores: p53, ras, Bcl-2, jun, MDM2 y p16. 


8. Explique cómo el análisis de micromatrices de DNA puede diagnos- 
ticar la evolución del cáncer de mama en un estadio temprano. 


9. A pesar de las diferencias en el origen, las células cancerosas tienen 
varias características en común que las diferencian de las células nor- 


males. Descríbalas. 


10. El retinoblastoma hereditario generalmente afecta a los niños en 
ambos ojos, mientras que el retinoblastoma espontáneo usualmente 
ocurre durante la edad adulta sólo en un ojo. Explique las bases genéti- 
cas para la distinción epidemiológica entre estas dos formas de retino- 
blastoma. Explique la paradoja aparente: las mutaciones de pérdida de 
función en los genes supresores de tumores actúan recesivamente; sin 
embargo, el retinoblastoma hereditario es heredado como un domi- 


nante autosómico. 


11. Explique el concepto de pérdida de heterocigosidad. ¿Por qué la 
mayoría de las células cancerosas exhiben pérdida de heterocigosidad 
de uno o más genes? ¿Cómo lleva la falla en el punto de control del 
ensamblado del huso a la pérdida de la heterocigosidad? 


cterizados por la activación 


12. Muchos tumores malignos son cara 
¿Cuál es la ac- 


de uno o más receptores de factores de crecimiento. 


tividad catalítica asociada con los receptores de factores de creci- 


miento transmembrana como el receptor de EGF? Describa cómo 


los siguientes eventos conducen a la activación del receptor de factor 
de crecimiento relevante: (a) expresión de la proteína viral gp55, (b) 
mutación puntual que convierte una valina en glutamina dentro de la 


región transmembrana del receptor Her2. 


13. Describa el evento común de transducción de la señal que es per- 
turbado por las mutaciones promovedoras de cáncer en los genes que 
codifican Ras y NF-1. ¿Por qué las mutaciones en Ras son más común- 


mente halladas en cánceres que las mutaciones en NE-1* 


14. ¿Cuál es la distinción estructural entre las proteínas codificadas por 
. . pa 2 
c-src y v-sre? ¿Cómo es que esta diferencia hace oncogénico a Y-src: 


15. Describa el evento mutacional que produce el oncogén myc en el 
linfoma de Burkitt. ¿Por qué el mecanismo particular para generar me 
oncogénico resulta en un linfoma en lugar de otro tipo de cáncer? De- 
scriba otro mecanismo para generar myc oncogénico. 


16. A menudo, los cánceres pancreáticos tienen mutaciones de pérdida 
de la función en el gen que codifica la proteína Smad4. ¿Cómo prom- 
ueve esta mutación la inhibición de pérdida del crecimiento y el feno- 
tipo altamente metastásico de los tumores pancreáticos? 


17. ¿Por qué las mutaciones en el locus INK4 son tan peligrosas? 


18. Describa dos mecanismos por medio de los cuales los virus que 
causan cáncer puedan transformar las células normales en cancerosas. 


19. Explique cómo los cambios epigenéticos pueden contribuir a la tu- 
morigénesis. 


20. Varias cepas del virus del papiloma humano (HPV) pueden causar 
cáncer de cuello uterino. Estas cepas patogénicas producen tres proteí- 
nas que contribuyen a la transformación de la célula huésped. ¿Qué son 
estas tres proteínas virales? Describa cómo cada una interactúa con su 


proteína huésped diana. 


21. La pérdida de función de p53 ocurre en la mayoría de los tumores 
humanos. Nombre dos formas en las que la pérdida de función de p53 
contribuye a un fenotipo maligno. Explique cómo el benzopireno pu- 
ede causar la pérdida de la función de p53. 


22. ¿Qué tipos de células humanas tienen actividad telomerasa? ¿Qué 
característica del cáncer es promovida por la expresión de la telom- 
erasa? ¿Qué preocupaciones plantea esto para las terapias médicas que 
involucran células madre? 


Análisis de los datos 


1. Fumar cigarrillos es un factor de riesgo importante en el desarrollo 
de cáncer de pulmón de células no pequeñas, el cual representa el 80% 
de todos los cánceres pulmonares. El cáncer de pulmón de células no 
pequeñas está caracterizado por un mal pronóstico y resistencia a la 
quimioterapia. Para comprender si la nicotina afecta esta resistencia, 
líneas celulares de cáncer de pulmón fueron tratadas con los agentes 
quimioterápicos gemcitabina, Cisplatina y Taxol en presencia y aus- 
encia de nicotina (véase Dasgupta y cols., 2006, Proc. Nat 'l. Acad. Sci. 
USA 103:6332-6337). 

a. Tres líneas celulares de cáncer de pulmón de células no pequeñas, 
A549, NCI-H23 y H1299, fueron examinadas por el ensayo TUNEL, el 
cual detecta células que están experimentando apoptosis (muerte celu- 
lar programada). Las células fueron tratadas o no tratadas con uno de 
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Análisis de los datos 


los tres agentes quimioterápicos en presencia o ausencia de nicotina. Se 
obtuvieron los siguientes datos. ¿Por qué estos agentes quimioterápicos 
son potencialmente útiles para el tratamiento del cáncer de pulmón, y 


cómo afecta la nicotina su potencial utilidad? 
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b. Las células A549 fueron incubadas con los fármacos como en la 
parte (a) y con un agente quimioterapeútico adicional, camptothecina, 
en presencia o ausencia de nicotina. Las células fueron lisadas, los ex- 
tractos se corrieron en geles SDS, y luego los geles fueron transferidos 
y analizados con una sonda de anticuerpos contra las proteínas indica- 
das. PARP es una proteína que es escindida durante la apoptosis. ¿Qué 
puede usted deducir a partir de estos datos sobre los efectos de la nico- 
tina? ¿Cuál es el propósito de evaluar los niveles de p53, p21 y actina? 


o 
ES 
o o e 
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S ¿e e RS A LL 
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c. La survivina y XIAP son miembros de la familia de inhibidores 
de la apoptosis, proteínas que protegen a las células contra la apopto- 
sis. Las células A549 fueron tratadas con los fármacos quimioterapeú- 
ticos en presencia o ausencia de nicotina y en presencia o ausencia de 
LY294002, un inhibidor de la cinasa PI-3 (véase Cap. 16). Los niveles de 
PARP, XIAP, survivina y actina fueron evaluados, como se muestra en 
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las epiteliales del cuello del útero. E7 puede d 
por medio de su interacción con varias ia esregular el ciclo celular 
la proteína pRB supresora de retinoblastoma a celulares, incluyendo 
cinasas dependientes de ciclinas p21(Cip1) sí como el inhibidor de 
: a ¿Cómo pueden los modelos hechos $ ratones transgéni 
utilizados para evaluar el impacto de p21 en la d ransgénicos ser 
celular? esregulación del ciclo 

e a la incidencia de la enfermedad de cuello uterino f 
nificativamente mayor en ratones p21(-/-) comparad ino fuera sig- 
de función de p2] en el desarrollo de los cánceres de cuello e : : 

c. Si la habilidad de E7 de inducir cánceres de cuello en pr 
estuviera significativamente potenciada en el contexto de p21 o 
¿sería esto consistente con la hipótesis de que la habilidad de E7 de in 
hibir a p21 contribuye a sus propiedades carcinogénicas? 

d. Explique cómo la expresión de proteínas E7 mutantes en mode- 
los en ratón de cáncer de cuello uterino puede ser utilizada para evaluar 
el impacto de estas mutaciones en p21 y en el desarrollo de carcinomas 
de cuello de útero. 
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GLOSARIO 


Los términos en negrita dentro de una definición también están definidos en este glosario. 
Las figuras y los cuadros que ilustran los términos definidos se remiten entre paréntesis. 


Acetil CoA  Metabolito pequeño hidrosoluble compuesto de un grupo 
acetilo unido a una coenzima A (CoA). El grupo acetilo es transferido al 
citrato en el ciclo del ácido cítrico y se utiliza como fuente de carbono en 
la síntesis de los ácidos grasos, esteroides, y otras moléculas. (Fig. 12-9) 


Acetilcolina (ACh)  Neurotransmisor que actúa en las uniones neu- 
romusculares de los vertebrados y en varias sinapsis entre neuronas del 
cerebro y el sistema nervioso periférico. (Fig. 22-19) 


Ácido Cualquier compuesto que puede donar un protón (H*). Los 
grupos carboxilo y fosfatos son los principales grupos ácidos en las ma- 


cromoléculas biológicas. 


Ácido desoxirribonucleico Véase DNA 


Ácido graso Cualquiera de las largas cadenas de carbonos que tienen 
un grupo carboxilo en un extremo; fuente principal de energía durante 
el metabolismo y precursor para la síntesis de fosfolípidos, triglicéridos 
y ésteres de colesterol. (Fig. 2-21; Cuadro 2-4) 


Ácido nucleico Polímero de nucleótidos unidos mediante enlaces fos- 
fodiéster. El DNA y el RNA son los principales ácidos nucleicos en las 


células. 


Ácido ribonucleico (RNA) Véase RNA. 


Actina Proteína estructural abundante en las células eucariontes que 
interactúa con muchas otras proteínas. La forma globular monomérica 
(G-actina) se polimeriza para formar filamentos de actina (F-actina). 
En las células musculares, la F-actina interactúa con miosina durante la 
contracción. Véase también Microfilamentos. (Fig. 17-5) 

Activador Factor de transcripción específico que estimula la trans- 
cripción. 

Acuaporinas Familia de proteínas de transporte de membrana que 


permiten que el agua y algunas otras moléculas pequeñas sin carga 
como el glicerol, atraviesen las biomembranas. (Fig. 11-8) 


Adenilciclasa Una de las varias enzimas que se activa por unión de 
ciertos ligandos a sus receptores de superficie celular y cataliza la for- 
mación del AMP cíclico (CAMP) a partir de ATP; también llamada ade- 


nilato ciclasa. (Figs. 15-27 y 15-28) 


Adenosina trifosfato (ATP) (también puede verse la forma adenosín) 
Véase ATP 


Adicción oncogénica Describe la observación de que algunos cánceres, 
a pesar de contener numerosas anormalidades genéticas, dependen solo 
de unas pocas alteraciones genéticas para mantener su fenotipo maligno. 
Se dice que estos cánceres son “adictos” a ciertas mutaciones oncogénicas. 


ADP (adenosina difosfato) Producto, junto con fosfato inorgánico, 
de la hidrólisis del ATP por parte de las ATPasas. 


Adrenalina  Catecolamina secretada por la glándula suprarrenal y por 
algunas neuronas en respuesta al estrés; como fármaco se conoce en algu- 
nos sitios como epinefrina. Funciona tanto como una hormona y como 
un neurotransmisor, y media las respuesta de “lucha o huida” (p. ej., au- 
menta las concentraciones de glucosa sanguínea y la frecuencia cardíaca). 


Aerobio Referente a una célula, organismo o proceso metabólico 
que utiliza oxígeno gaseoso (O,) o que puede desarrollarse en pre- 


sencia de O,. 


Agonista  Molécula, a menudo sintética, que imita la función bioló- 
gica de una molécula natural (p. ej., una hormona). 


Agrina  Glucoproteína sintetizada por neuronas motoras en desarro- 
llo que aumenta la actividad cinasa de MuSK en una célula muscular, 
facilitando el desarrollo de una unión neuromuscular. (Fig. 22-17) 


Akt  Serina/trenonina cinasa citosólica que es activada por la unión 
al PI 3,4-bifosfato y PI 3,4,5-trifosfato; también denominada protein- 


cinasa B. 


Alelo Una o más formas alternativas de un gen. Las células diploides 
contienen dos alelos de cada gen, localizados en el sitio correspondien- 
te (locus) en los cromosomas homólogos. 


Almidón  Polisacárido ramificado muy largo compuesto exclusiva- 
mente por unidades de glucosa, que es el principal hidrato de carbono 
de almacenamiento en las células vegetales. (Fig. 12-30) 


Alostérico Referente a proteínas y procesos celulares que se regulan 
mediante alosterismo. 


Alosterismo Cambio en la estructura terciaria o cuaternaria de una 


proteína inducido por la unión de una molécula pequeña a un sitio 
regulatorio específico, y que causa un cambio en la actividad proteica. 


Aminoácido Compuesto orgánico que contiene al menos un grupo 
amino y un grupo carboxilo. En los aminoácidos que son los monóme- 


G-1 


rOS que permiten sintetizar proteínas, un grupo amino y uno carboxilo 
están unidos a un átomo de carbono central, el carbono Qt, al cual se 
une una cadena lateral variable. (Figs. 2-4 y 2-14) 


Aminoacil-tRNA Forma activada de un aminoácido, usada en la sín- 
tesis proteica, que contiene un aminoácido unido mediante un enlace 
éster de alta energía a un grupo 3 “-hidroxilo de una molécula de tRNA. 
(Fig. 4-19) 


AMP cíclico ((AMP) Segundo mensajero producido por la estimu- 
lación hormonal de ciertos receptores asociados con proteína G que 
activa la proteincinasa A. (Fig. 15-8; Cuadro 15-2) 


Anaerobio Referente a una célula, organismo o proceso metabólico 
que funciona en ausencia de oxígeno gaseoso (O). 


Anafase Estadio mitótico durante el cual las cromátidas hermanas 
(o los homólogos duplicados en la meiosis 1) se separan y se alejan 
(segregan) hacia los polos de los husos. (Fig. 18-36) 


Aneuploidia Cualquier derivación del número diploide normal de 
cromosomas en el cual hay copias extra de uno o más cromosomas 
presentes o falta uno o más cromosomas. 


Anfipática Referente a una molécula o estructura que tiene tanto 
una parte hidrófoba como una hidrófila. 


Anillo contráctil Compuesto de actina y miosina; localizado debajo de 
la membrana plasmática. Durante la citocinesis, su contracción tira de 
la membrana hacia el interior, cerrando finalmente la conexión entre 
las dos células hijas. 


Anión  lon con carga negativa. 
Antagonista Molécula, a menudo sintética, que bloquea la función 
biológica de una molécula natural (p. ej., hormona). 


Anticodón Secuencia de tres nucleótidos en un tRNA que es com- 
plementaria de un codón en un mRNA. Durante la síntesis de proteí- 
nas, el apareamiento de bases entre un codón y un anticodón alinea 
el tRNA portador del aminoácido correspondiente para agregarlo a la 
cadena polipeptídica en crecimiento. (Fig. 4-20) 


Anticuerpo Proteína (inmunoglobulina), producida normalmente 
como respuesta a un antígeno, que interactúa con un sitio particular (epíto- 
po) en el mismo antígeno y facilita su eliminación del cuerpo. (Fig. 3-19) 


Anticuerpo monoclonal Anticuerpo producido por una progenie 
de una célula B única, y por lo tanto una proteína homogénea que re- 
conoce un único antígeno (epítopo). Puede producirse experimental- 
mente usando un hibridoma. (Fig. 9-6) 


Antígeno Cualquier sustancia (en general extraña) que provoca una 
respuesta inmunitaria. Para las células B, un antígeno provoca la for- 
mación de un anticuerpo que se une de manera específica al mismo 
antígeno; para las células T, un antígeno provoca una respuesta proli- 
ferativa, seguida por la producción de citocinas o la activación de ac- 


tividad citotóxica. 
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Proceso regul 


Apoptosoma  Heptámero grande con forma Anos E ApaEl 
de mamíferos, una proteína que se ensambla en respuesta a señales de 

> A 5 dd 
apoptosis y sirve como maquinaria de activación para las caspasas ini- 


ciadoras y efectoras. (Fig. 21 -39) 


Clase de procariontes que constituye uno de los tres li- 


Archaea ds 
os organismos actuales; también lla- 


najes evolutivos distintivos del 
mados arqueobacterias y archaeans. En cierta forma, estos archaeas 


son más parecidos a los eucariontes que a las bacterias (eubacte- 


rias). (Figs. 1-1) 


Áster Estructura compuesta de microtúbulos (fibras astrales) que se 
irradian hacia afuera desde un centrosoma durante la mitosis. (Fig. 18-37) 


Astrocitos Células gliales con forma de estrella presentes en el ce- 
rebro y la médula espinal que realizan varias funciones, incluidos el 
mantenimiento de las células endoteliales que forman la barrera hema- 
toencefálica, la conservación de la composición de ¡ones extracelulares 
y el aporte de nutrientes a las neuronas. 


ATM/ATR Dos proteínas relacionadas con las cinasas que son activa- 
das por el daño al DNA. Una vez activadas, fosforilan a otras proteínas 
para iniciar la respuesta celular al DNA dañado. 


Átomo de carbono unido a cuatro 
átomos o grupos químicos diferentes; también llamado átomo de 
carbono quiral. Los enlaces se pueden disponer de dos formas di- 
ferentes y producir estereoisómeros que son imágenes especulares 
entre sí. (Fig. 2-4) 


Átomo de carbono asimétrico 


ATP (adenosina 5“-trifosfato)  Nucleótido que es la molécula más 


importante para la captación y transferencia de energía libre en las 
células. La hidrólisis de cada uno de los dos enlaces fosfoanhídridos 
en el ATP libera una gran cantidad de energía que se puede usar para 
alimentar los procesos celulares que requieren energía. (Fig. 2-31) 


ATP sintasa Complejo proteico multimérico en la membrana mito- 
e interna, las membranas tilacoidesde los cloroplastos y la mem- 
rana plasmática bacteriana que cataliza la síntesis de ATP durante la 


fosforilación oxidativa y la fotosíntesis; también llamada complejo F,f. 
(Fig. 12-264) 


ATPasa Uno de los grupos grandes de enzimas que catalizan la hi- 
drólisis del ATP para producir ADP y fosfato inorgánico con libe- 


ración de energía libre. Véase también ATPasa de Na*/K* y Bomba 
activada por ATP. 


ATPasa de Na*/K* Bomba activada por ATP clase P que usa la hidró- 
lisis de una molécula de ATP para exportar iones Na' e importar iones 
K>; es responsable en gran parte del mantenimiento de las concentra- 
ciones intracelulares normales de Na* (bajo) y K* (alto) en las células 
animales; comúnmente llamada bomba de sodio-potasio. (Fig. 11-13) 


ATR Véase ATM/ATR 


Aurora B Cinasa  Cinasa que desestabiliza las interacciones defectuo- 
sas microtúbulo-cinetocoro fosforilando los componentes unidos a los 


microtúbulos dentro del cinetocoro. 


Aurora Cinasa Serina/treonina cinasas que cumplen una función 
crítica en la división celular porque controlan la segregación de las cro- 
mátidas. La Aurora B cinasa desestabiliza las interacciones defectuosas 
microtúbulo-cinetocoro al fosforilar los componentes a los microtú- 
bulos dentro del cinetocoro. También se conocen como Aurora cinasas 
o Aurora quinasas. 


Autocrino 
lula produce una molécula de señalización (p. ej., factor de crecimien- 
to) y luego responde a ella. 


Referido al mecanismo de señalización por el cual una cé- 


Autofagia Literalmente “comerse a sí mismo”; proceso por el cual las 
proteínas citosólicas y los orgánulos son llevados a los lisosomas, de- 
gradados y reciclados. La autofagia implica la formación de una vesí- 
cula de doble membrana llamada autofagosoma o vesícula autofágica. 
(Fig. 14-35) 
Autorradiografía Técnica para la visualización de moléculas radio- 
activas en una muestra (p. ej., un corte de tejido o gel electroforético) 
mediante su exposición a una película electrofotográfica (emulsión) o 
a un detector electrónico bidimensional. La película expuesta también 
se conoce como autorradiograma. 


Autosoma Cualquier cromosoma diferente de los cromosomas sexuales. 


Axón Prolongación larga que se extiende desde el cuerpo celular de 
una neurona que es capaz de conducir un impulso eléctrico (potencial 
de acción), generado en la unión con el cuerpo celular, hacia su extre- 
mo distal ramificado (la terminal axónica). (Fig. 22-1) 


Axonema Haz de microtúbulos y proteínas asociadas presentes en 
los cilios y flagelos y responsables de sus estructuras y movimientos. 


(Fig. 18-30) 


Bacteria Clase de procariontes que constituyen uno de los tres linajes 
evolutivos distintivos de los organismos actuales, también llamadas eubac- 
terias. Filogenéticamente distinto de las archaea y los eucariontes. (Fig. 1-1) 


Bacteriófago (fago) Cualquier virus que infecta células bacterianas. 
Algunos fagos son ampliamente utilizados como vectores en la clona- 


ción de DNA. 


Balsa lipídica 
lesterol, esingomielina y ciertas proteínas. 


Microdominio en la membrana plasmática rico en co- 


Basal Véase Basolateral 

Base Cualquier compuesto, que generalmente contiene nitrógeno, 
que puede aceptar un protón (H') de un ácido. También, suele usarse 
para nombrar a las purinas y las pirimidinas en el DNA y el RNA. 


Basolateral En referencia a la base y la cara lateral de una célula po- 
larizada, un Órgano u otra estructura corporal. En el caso de las células 
epiteliales, la superficie basolateral linda con las células adyacentes y la 
lámina basal subyacente (Fig. 20-9) 


Benigno Referido a un tumor, que contiene células que se asemejan 
a las normales. Los tumores benignos permanecen en el tejido donde se 
originan pero pueden dañar debido a su crecimiento continuo. Véase 
también Maligno. 


Biblioteca de DNA Colección de moléculas de DNA clonado que 
consiste de fragmentos de todo el genoma (biblioteca genómica) o de 
copias de DNA de todos los mRNA producidos por un tipo celular (b1- 
blioteca de CDNA) insertados dentro de un vector de clonación ade- 
cuado. 

Bicapa fosfolipídica Estructura similar a una hoja de dos capas 
en la cual los grupos de cabeza polar de los fosfolípidos están ex- 
puestos al medio acuoso a cada lado y las cadenas no polares de los 
ácidos grasos están en el centro; la base de todas las membranas. 
(Fig. 10-3a, b) 


Biorientado 
se han unido a los microtúbulos que surgen de los husos de los polos 


Indica que los cinetocoros de las cromátidas hermanas 
opuestos. 


Blastocisto Estadio embrionario de los mamíferos compuesto de 
=64 células que se han separado en dos tipos celulares: el trofoecto- 
dermo, que formará los tejidos extra embrionarios, y la masa celular 
interna, que dará lugar al embrión propiamente dicho; estadio que se 
implanta en la pared uterina y se corresponde con la blástula de otros 
embriones animales. (Fig. 21-3) 


Blastoporo La primera abertura que se forma durante la embriogé- 
nesis de los animales con simetría bilateral, que luego se convierte en 
intestino. Esta abertura puede convertirse en la boca o en el ano. 


Bomba activada por ATP Cualquier proteína transmembrana con 
actividad ATPasa y que asocia la hidrólisis de ATP con el transporte 
activo de uno ion o pequeña molécula a través de una biomembrana 
en contra de su gradiente electroquímico; suele llamarse simplemente 
bomba. (Fig. 11-9) 


Cadena de transporte de electrones Complejo de cuatro complejos 
multiproteicos en la membrana mitocondrial interna más el citocromo 
c y la coenzima Q difusibles a través de los cuales fluyen los electrones 
desde los donantes de electrones reducidos (p. ej., NADPH) al O,. Cada 
miembro de la cadena contiene uno o más transportadores de electro- 


nes unidos. (Fig. 12-16) 


GLOSARIO G-3 


E KE 


Cadena lateral En los aminoácidos, grupo sustituyente variable unido 

al átomo de carbono alfa que determina en gran medida las ropiedades 
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particulares de cada aminoácido; también denominado grupo R. (Fig. 2-14) 


Cadherinas Familia de moléculas de adhesión celular diméricas 
que se agrupan en las uniones de adherencia y los desmosomas y me- 
dian interacciones homofílicas intercelulares dependientes de Ca?*. 
(Fig. 20-2) 


Caja de destrucción Motivo de reconocimiento en los sustratos 


APCI/C. 


Caja TATA Secuencia conservada en el promotor de muchos genes 
que codifican proteínas en los eucariontes, donde se ensambla el com- 
plejo de inicio de la transcripción. (Fig. 7-14) 


Calmodulina Proteína reguladora citosólica pequeña que une cua- 
tro jones Ca”. El complejo Ca?*/calmodulina se une a muchas proteí- 
nas y las activa o las inhibe. (Fig. 3-31) 


Canales Proteínas de membrana que transportan agua, iones, o pe- 
queñas moléculas hidrófilas a través de la membrana a favor de sus 
gradientes de concentración o potenciales eléctricos. 


Canales de K* en reposo Canales de ion K* no regulados en la mem- 
brana plasmática, que junto con la elevada concentración de K* produ- 
cida por la ATPasa Na*/K* son los principales responsables de la gene- 
ración de un potencial de membrana en reposo negativo en el interior 
en las células animales. 


Cáncer Término general para cualquiera de los diversos tumores 
malignos, cuyas células crecen y se dividen más rápidamente de lo nor- 
mal, invaden los tejidos circundantes, y se disemina (metástasis) hacia 
otros tejidos. 


Cápside Cubierta proteica exterior de un virus formada por múlti- 
ples copias de una o más subunidades proteicas y que rodean el ácido 
nucleico viral. 
Cara citosólica La cara de una membrana celular dirigida hacia el 
citosol. (Fig. 10-5) 


Cara exoplasmática Cara de una membrana celular dirigida hacia 
afuera del citosol. (Fig. 10-5) 


Carbono alfa (Ca) En los aminoácidos, el átomo de carbono central 
que está unido a cuatro grupos químicos diferentes (excepto en la glici- 
na) incluida la cadena lateral, o grupo R. (Fig. 2-4) 


Carcinógeno Cualquier sustancia química o agente físico que puede 
causar cáncer cuando las células u organismos son expuestos a ellos. 


Carga energética Medida de la fracción de adenosina fosfato to- 
tal que tiene enlaces fosfoanhídridos de “alta energía”, que es igual a 


([ATP] + 0,5 [ADP])/([ATP] + [ADP] + [AMP)]). 


Carioferina Parte de una familia de proteínas de transporte nuclear 
que funciona como una importina o una exportina. Cada carioferina 
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Sustancia . 
frir un cambio permanente en su estructura. Las enzi- 
ufrir 


y las ribozimas son molécu- 
(Fig. 3-20) 


Catalizador 

química sin s a as 
mas son proteínas con actividad aa 
las de RNA que funcionan como catalizadores. 


Catión  lon con carga positiva 


CDK dela fase G/S Complejo ciclinas-CDK que promueve la entra- 
da en el ciclo celular junto con el CDK G.. 


CDK dela faseS Complejos CDK-ciclina que promueven la inicia- 
ción de la replicación del DNA. 


CDKG, Complejo ciclinas-CDK que promueve la entrada en el ciclo 
celular. 


CDK mitóticas Complejos de ciclina-CDK que estimulan el inicio y 
la progresión a la mitosis. 


cDNA (DNA complementario)  Molécula de DNA copiada a partir 
de una molécula de mRNA por la transcriptasa inversa y, por lo tanto, 
carece de los intrones presentes en el DNA del genoma. 

Cebador (primer) Secuencia corta de ácido nucleico que contiene 
un grupo 3”hidroxilo libre que forma pares de bases con una hebra 
molde complementaria y actúa como el punto de inicio para la adición 
de nucleótidos para copiar la hebra molde. 


on el antígeno, una célula B prolifera y se dife- 


a de anticuerpos. 


id presentadoras 
1 S EN 
en en diversos tejidos y pueden detectar patro- 


Célula germinal En los organismos de reproducción sexual, cual- 
quier célula que potencialmente puede contribuir a la formación de la 
descendencia, incluidos gametos y sus precursores inmaduros; también 
llamada célula de línea germinal. Véase también Célula somática. 


Célula madre (stem cell) Célula que se autorrenueva, capaz de divi- 
dirse simétricamente para dar origen a dos células hijas cuyos poten- 
ciales de desarrollo son idénticos al de la célula madre progenitora o 
asimétricamente para generar células hijas con diferentes potenciales 
de desarrollo. (Fig. 21-8) 


Célula madre embrionaria (embryonic stem cell) Línea de células 
cultivadas derivadas de embriones muy tempranos que pueden dife- 
renciarse en una amplia variedad de tipos celulares ya sea in vitro o 
después de la reinserción dentro de un embrión huésped. (Fig. 21-5) 


Célula madre mesenquimatosa Clase de célula madre de la médula 
ósea que puede diferenciarse en adipocitos, osteoblastos (células for- 
madoras de hueso) y células productoras de cartílago; algunas también 
pueden producir músculo y otros tipos de células diferenciadas. 


Célula madre pluripotente inducida (iPS, induced pluripotent stem 
cell) Célula de los mamíferos con propiedades de una célula madre 
embrionaria que se forma a partir de un tipo celular diferenciado por 
expresión de uno o más factores de transcripción u otros genes que 
confieren pluripotencialidad. 


Célula natural killer (NK) Componente del sistema inmunitario in- 
nato que detecta de manera inespecífica y mata células infectadas por 
virus y células tumorales. (Fig. 23-5) 


Célula presentadora de antígenos (APC) Cualquier célula que pue- 
de digerir un antígeno en péptidos pequeños y desplegarlos junto con 
las moléculas MHC clase 11 sobre la superficie celular donde pueden ser 
reconocidos por las células T. Las APC profesionales (células dendríti- 
cas, macrófagos, y linfocitos B) expresan las moléculas MHC clase 11 de 
manera constitutiva. (Figs. 23-25 y 23-26) 


Célula progenitora Tipo de célula indiferenciada que, ante las se- 
ñales adecuadas, se dividirá y diferenciará en uno o unos pocos tipos 


celulares. 


Célula somática Cualquier célula animal o vegetal diferente a una 


célula germinal. 


Célula T Linfocito que madura en el timo y expresa receptores 
antígeno-específicos que se unen a péptidos antigénicos que forman 
complejos con las moléculas del MHC. Existen dos clases principales: 
las células T citotóxicas (marcador de superficie CD8, restringidas para 
MEC clase 1, que eliminan células infectadas por virus y células tumo- 
rales) y células T helper (marcador CDA, restringidas para MHC clase 
II, que producen citocinas, requeridas para la activación de células B). 
(Figs. 23-32 y 23-25) 


Celulosa Polisacárido estructural compuesto de unidades de glu- 
cosa unidas por enlaces glucosídicos P(1> 4). Forma microfibrillas 
largas, que son los principales componentes de la pared celular en 
las plantas. 


Centríolo Cualquiera de dos estructuras especializadas dentro del cen- 
trosoma de las células animales y que contienen nueve grupos de tripletes 
de microtúbulos; estructuralmente similar a un cuerpo basal. (iy. 8-6) 


Centro organizador de microtúbulos Véase MTOC 


Centrómero Secuencia de DNA necesaria para la segregación ade- 
cuada de cromosomas durante la mitosis y la melosis; la región de los 
cromosomas mitóticos donde se forma el cinetocoro y que parece una 


constricción. (Fig. 6-39) 


Centrosoma (centro celular) Estructura localizada cerca del núcleo 
de las células animales que es el centro organizador de microtúbulos 
primario (MTOC); contiene un par de centríolos inmersos en una ma- 
triz proteica y se duplica antes de la mitosis, cuando cada centrosoma 
se convierte en un huso. (Figs. 18-6 y 18-35) 


Cepa celular Población de células cultivadas, de origen animal o ve- 
getal, que tienen un período de vida finito y finalmente mueren, en 
general después de 25-30 generaciones. (Fig. 9-11) 


Chaperona Término colectivo para dos tipos de proteínas (chaperonas 
moleculares y chaperoninas) que evitan el plegamiento incorrecto de pro- 
teínas diana o facilitan activamente el adecuado plegamiento de una proteí- 
na diana plegada de forma incompleta, respectivamente. (Figs. 3-16 y 3-17) 


Chaperonas moleculares Véase Chaperonas. 


Chaperonina Véase Chaperona 

Ciclina Cualquiera de las diversas proteínas relacionadas cuyas con- 
centraciones se elevan y descienden durante el transcurso del ciclo 
celular eucarionte. Las ciclinas forman complejos con las cinasas de- 
pendientes de ciclinas, y así activan y determinan la especificidad de 
sustrato de estas enzimas. 


Ciclo del ácido cítrico Conjunto de nueve reacciones acopladas que 
tienen lugar en la matriz de las mitocondrias donde se oxidan los gru- 
pos acetilos, generando CO, e intermediarios reducidos usados para 
producir ATP; también denominado Ciclo de Krebs y ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos (TCA). (Fig. 12-10) 


Ciclo celular Secuencia ordenada de acontecimientos en los que una 
célula eucarionte duplica sus cromosomas y se divide en dos. El ciclo 
celular normalmente consiste de cuatro fases: G, antes de que se pro- 
duzca la síntesis del DNA; S cuando se produce la replicación del DNA, 
G, después de la síntesis del DNA; y M cuando se produce la división 
celular para dar dos células hijas. Bajo ciertas condiciones, la célula 
abandona el ciclo celular durante G, y permanece en la etapa G, como 
célula que no se divide. (Figs. 1-16 y 19-1) 


Ciclo de Calvin Principal vía metabólica para fijar el CO, en los 
hidratos de carbono durante la fotosíntesis; también se conoce como 
fijación del carbono. Depende indirectamente de la luz pero puede pro- 
ducirse tanto en la oscuridad como en la luz. (Fig. 12-46) 


Cilio Estructura corta rodeada por una membrana que se extiende 
desde la superficie de las células eucariontes y contiene un haz central 
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de microtúbulos. Los cilios suelen encontrarse en grupos y gelpcob 
rítmicamente para mover una célula (p. ej., un microorganismo unice- 
lular) o para mover partículas pequeñas o líquidos a lo largo de una su- 
perficie (p. ej., células traqueales). Véase también Axonema y Flagelo. 


Cinasa Enzima que transfiere el grupo fosfato (y) terminal desde el 
ATP hasta un sustrato. Las proteincinasas, que fosforilan residuos espe- 
cíficos de serina, treonina o tirosina, cumplen un papel crítico en la re- 
gulación de la actividad de muchas proteínas celulares. Véase también 


Fosfatasas. (Fig. 3-33) 


Cinasa activadora de CDK (CAK, CDK-activating kinase)  Fosforila 
las CDK en un residuo de treonina cerca del sitio activo. Esta fosforila- 
ción es esencial para la actividad CDK. 


Cinasa dependiente de ciclina (CDK)  Proteincinasa que es catalí- 
ticamente activa solo cuando se une a una ciclina. Varios complejos 
ciclina-CDK desencadenan la progresión a través de diferentes etapas 
del ciclo celular eucarionte mediante la fosforilación de proteínas diana 
específicas. (Cuadro 19-1) 


Cinasa JAK Clase de proteínas tirosincinasa unidas al dominio ci- 
tosólico de los receptores de citocinas y activadas por la unión de la 
citocina. 


Cinasa de polo Familia de proteincinasas que son críticas para mu- 
chos aspectos de mitosis, como la duplicación de centrosomas y la eli- 
minación de la cohesina de los cromosomas. 


Cinesinas Clase de proteínas motoras que usan la energía liberada 
por la hidrólisis del ATP para moverse hacia el extremo (+) de un mi- 
crotúbulo. Las cinesinas pueden transportar vesículas u orgánulos, y 
cumplir un papel en el movimiento de cromosomas durante la mitosis. 


(Fig. 18-8 a 18-20) 


Cinetocoro Estructura proteica multicapa localizada en o cerca del 
centrómero de cada cromosoma mitótico a partir del cual se extienden 
los microtúbulos hacia los polos del huso de la célula; cumple un pa- 
pel activo en el movimiento de cromosomas hacia los polos durante la 
anafase. (Fig. 18-39) 


Cisterna Compartimiento aplanado rodeado por una membrana, 
como se encuentra en el complejo de Golgi y el retículo endoplasmá- 
tico. 


Citocina Cualquiera de las numerosas pequeñas proteínas secretadas 
(p. ej. eritropoyetina, G-CSF, interferones, interleucinas) que se unen a 
los receptores de la superficie celular en las células sanguíneas y del sis- 
tema inmunitario para desencadenar su diferenciación o proliferación. 


Citocinesis División del citoplasma después de la mitosis realizada 
para generar dos células hijas, cada una con un núcleo y los orgánulos 
citoplasmáticos. (Fig. 17-36) 


Citocromo Grupo de proteínas coloreadas que contienen hemo, al- 


gunas de las cuales actúan como transportadores de electrones duran- 
te la respiración celular y la fotosíntesis. (Fig. 12-14a) 
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Citoesqueleto  Retículo de elementos fibrosos formado principal- 
mente por microtúbulos, microfilamentos y filamentos intermedios, 


hallados en el citoplasma de las células eucariontes. El citoesqueleto 
proporciona organización y soporte estructural a la célula y permite 
el movimiento dirigido de los orgánulos, los cromosomas y la célula 


misma. (Figs. 17-1, 17-2 y 18-1) 


Contenido viscoso de una célula que se encuentran den- 


Citoplasma Ñ 
dj ntes, fuera del núcleo. 


tro de la membrana pero, en las células eucario 


Citosol Fase acuosa desestructurada del citoplasma O > e 
gánulos, las membranas y los componentes citoesqueléticos insolubles. 


Clatrina Proteína fibrosa que, con la ayuda de proteínas de ensam- 


imeri í imilar a un enrejado en re- 
blaje, se polimeriza y produce un retículo similar y a 
itosóli maner 
giones específicas sobre la cara citosólica de una membrana, e a 
que forma una invaginación o fosita recubierta de clatrina que por ge- 


mación forma una vesícula. (Fig. 14-18; Cuadro 14-1) 


Clon (1) Población de células, virus o microorganismos genética- 
mente idénticos que descienden de un ancestro común. (2) Múltiples 
copias idénticas de un gen o fragmento de DNA generado y mantenido 


por clonación de DNA. 


Clonación de DNA Técnica de DNA recombinante en la cual CONA 
específicos o fragmentos de DNA genómico se insertan en un vector 
de clonación, que luego se incorpora a células huésped cultivadas y se 
mantienen durante el crecimiento de las células huésped; también lla- 


mada clonación génica. (Fig. 5-14) 


Clorofilas Grupo de pigmentos de porfirinas que absorben luz y que 
son críticos para la fotosíntesis. (Fig. 12-33) 


Cloroplasto  Orgánulo especializado de las células de las plantas que 
está rodeado por una membrana doble, contiene membranas internas 
con clorofila (tilacoides) donde se producen las reacciones de fotosín- 
tesis que absorben luz. (Fig. 12-31) 


Código genético Conjunto de reglas por las cuales los tripletes nu- 
cleotídicos (codones) en el DNA o el RNA especifican aminoácidos en 
las proteínas. (Cuadro 4-1) 


Codón — Secuencia de tres nucleótidos en el DNA o mRNA que espe- 
cifica un aminoácido en particular durante la síntesis proteica; también 
llamado triplete. De los 64 codones posibles, 3 son codones de deten- 
ción, que no especifican aminoácidos y provocan la terminación de la 
síntesis. (Cuadro 4-1) 


Colágeno  Glucoproteína de triple hélice rica en glicina y prolina que 
es un componente de la matriz extracelular y los tejidos conjuntivos 
(conectivos). Los numerosos subtipos difieren en su distribución tisu- 
lar y en los componentes extracelulares y las proteínas de la superficie 
celular con los cuales se asocian. (Fig. 20-24; Cuadro 20-4) 


Colesterol Lípido que contiene una estructura de cuatro anillos este- 
roides con un grupo hidroxilo en uno de ellos; componente de muchas 
membranas eucariontes y el precursor de las hormonas esteroideas, los 
ácidos biliares y la vitamina D. (Fig. 10-8c) 


Combinación de exones (exon shuffling) Proceso evolutivo para 


la creación de nuevos genes (0 sed, Nueva combinacion de exones) a 
partir de unos preexistentes mediante recombinación entre intrones 
de dos genes separados o por transposición de elementos móviles del 


DNA. (Figs. 6-18 y 6-19) 
Comienzo de la transcripción — Proceso por el cual una RNA polime- 
rasa separa las hebras de DNA y sintetiza el primer enlace fosfodiéster 
de una hebra de RNA tomando como molde la hebra de DNA que en- 
tra en el sitio activo de la RNA polimerasa. (Fig. 4-11) 


Complejo de cohesina Complejo de proteínas que establece cohe- 
sión entre las cromátidas hermanas. 

Complejo condensina Complejo proteico relacionado con las co- 
hesinas que compacta cromosomas y es necesario para su segregación 
durante la mitosis. 


Complejo de corte/poliadenilación Gran complejo multiproteico 
que cataliza el corte del pre-mRNA en el sitio 3"poli(A) y la adición ini- 
cial de residuos de adenilato para formar la cola de poli(A). (Fig. 8-15) 


Complejo del factor de transcripción E2F Factor de transcripción 
que promueve la transcripción de ciclinas de fase G,/S y muchos otros 
genes cuya función es necesaria para la fase S. 

Complejo F,F, Véase ATP sintasa 

Complejo de Golgi Apilamiento de compartimientos de membrana 
aplanados (cisternas) interconectados en las células eucariontes que 
actúan en el procesamiento y la clasificación de proteínas y lípidos des- 


tinados a otros compartimientos celulares o para la secreción; también 
llamado aparato de Golgi. (Fig. 9-28) 


Complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) Conjunto de ge- 
nes adyacentes que codifican las moléculas del MHC clase 1 y clase Il y 
otras proteínas requeridas para la presentación del antígeno, y también 
algunas proteínas del complemento; llamado complejo H-2 en ratón y 
complejo HLA en los seres humanos. (Fig. 23-19) 


Complejo monopolina Complejo proteico que promueve la 
coorientación de las cromátidas hermanas durante la meiosis 1 en la 
gemación de levaduras. 

Complejo de poro nuclear (CPN) Estructura multiproteica gran- 
de compuesta en su mayor parte de nucleoporinas, que se extienden 
a través de la envoltura nuclear. Los iones y las pequeñas moléculas 
difunden libremente a través de los CPN; las proteínas grandes y las 
partículas de ribonucleoproteínas se transportan de manera selectiva a 
través de los CPN con la ayuda de proteínas solubles. (Fig. 15-334 yb) 


Complejo promotor de la anafase o ciclosoma (APC/C) Una ubi- 
cuitina ligasa que marca a la securina, las ciclinas mitóticas y Otras pro- 
teínas para la degradación proteosómica del inicio de la anafase hasta 
la entrada en el subsiguiente ciclo celular. 


Complejo de reconocimiento a través del exón Gran ensamblaje 
que incluye proteínas SR de unión al RNA y otros componentes que 


ayuda a reconocer y los exones en los pre-mRNA de los eucariontes 
superiores y asegura el correcto corte y empalme del RNA. (Fig. 8-13) 
Complejo de ribonucleoproteína (RNP) Término general para 
cualquier complejo compuesto por proteínas y RNA. La mayoría 
de las moléculas de RNA están presentes en la célula en la forma 


de RNP. 


Complejo silenciador inducido por RNA (RISC, RNA-induced si- 
lencing complex) Complejo multiproteico grande asociado con un 
RNA hebra simple corto (siRNA o miRNA) que media la degradación 
o la represión traduccional de un mRNA complementario o casi com- 
plementario. 


Complejo sinaptonémico Estructura proteica que media la asocia- 
ción (sinapsis) entre cromosomas homólogos durante la profase de la 
melosis l. 


Complementación funcional Procedimiento de búsqueda de una 
genoteca de DNA para identificar el gen de tipo silvestre que restable- 
ce la función de un gen defectuoso en un mutante en particular. (Pig. 
5-18) 


Complementación genética Restauración de una función de tipo 
silvestre en las células heterocigotas diploides generadas a partir de 
células haploides, cada una de ellas portadora una mutación en un 
gen diferente cuya proteína codificada es requerida para la misma vía 
bioquímica. El análisis por complementación puede determinar si las 
mutaciones recesivas de dos mutantes con el mismo fenotipo están en 
el mismo gen o en genes diferentes. (Fig. 5-7) 

Complementariedad molecular Ajuste del tipo cerradura y llave 
entre las formas, las cargas, la hidrofobicidad u otras propiedades 
físicas de dos moléculas o fragmentos de ellas que permiten la for- 
mación de múltiples interacciones no covalentes a corta distancia. 
(Fig. 2-12) 


Complementario (1) Referido a dos secuencias de ácido nucleico 
o hebras, que pueden formar pares de bases perfectos una con otras. 
(2) Describe regiones en dos moléculas que interactúan (p. ej., una 
enzima y su sustrato) y que encajan entre sí en un ajuste del tipo llave 
y cerradura. 


Complemento Grupo de proteínas séricas constitutivas que se unen 
directamente a las superficies de los microbios y de los hongos, activan- 
do de esta forma una cascada proteolítica que culmina en la formación 
del complejo citolítico de ataque a la membrana. (Fig. 23-4) 


Conexinas Familia de proteínas transmembrana que forman unio- 
nes de hendidura en los vertebrados. (Fig. 20-20) 


Conformación La forma tridimensional precisa de una proteína u 
otra macromolécula que resulta de la localización espacial de los áto- 
mos en la molécula. (Fig. 3-8) 

Véase Constante de equilibrio 


Constante de asociación (K) 


Constante de disociación (K,) Véase Constante de equilibrio 
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Constante de equilibrio (KK) Cociente de las constantes de veloci- 
e 

dad directa e inversa para una reacción. Para una reacción de unión, A 

+ B £G AB, la constante de asociación (K ) es igual a K, y la constante de 

disociación (K,) es igual a 1/K. 

Constante de Michaelis Véase K.. 

Constante de velocidad Constante que relaciona las concentracio- 

nes de los reactivos con la velocidad de una reacción química. 


Constitutivo Referido a la producción o actividad continuas de una 
molécula celular o al funcionamiento continuo de un proceso celular 
(p. ej., secreción constitutiva) que no está regulado por señales internas 
o externas. 


Control génico Todos los mecanismos involucrados en la regulación 
de la expresión génica. El más común es la regulación de la transcrip- 
ción, aunque los mecanismos que influyen en el procesamiento, la es- 
tabilización, y la traducción de los mRNA contribuyen a controlar la 
expresión de algunos genes. 


Control respiratorio Dependencia de la oxidación mitocondrial del 
NADH y el FADH al ADP y el P, para la síntesis de ATP. 


Conversión génica Tipo de recombinación del DNA en el que una se- 
cuencia de DNA es convertida en la secuencia de un segundo DNA 
homólogo en la misma célula. 


Coorientado Indica que los cinetocoros hermanos se unen a los mi- 
crotúbulos que nacen del mismo huso de los polos en lugar de los polos 
opuestos. 


COPI Clase de proteínas que recubren las vesículas de transporte en 
la vía secretora. Las vesículas cubiertas con COPI mueven proteínas 
desde el aparato de Golgi hacia el retículo endoplasmático y desde las 
cisternas tardías hacia las cisternas tempranas del Golgi. 


COPII Clase de proteínas que recubren las vesículas de transporte en 
la vía secretora. Las vesículas cubiertas con COPII mueven proteínas 
desde el retículo endoplasmático hacia el aparato de Golgi. 


Corriente abajo Eventos que se producen en una etapa posterior en 
una cascada de pasos (p. ej., vía de señalización). Véase también Co- 
rriente arriba. 


Corriente arriba Eventos que se producen en una etapa temprana 
en una cascada de pasos (p. ej., vía de señalización). Véase también Co- 
rriente abajo. 


Corte y empalme (procesamiento) del RNA Proceso que produ- 
ce la eliminación de intrones y la unión de exones en los pre-mRNA. 
Véase también Espliceosoma. (Figs. 8-8 y 8-9) 


Corte y empalme alternativo (alternative splicing) Proceso por el 
cual los exones de un pre-mRNA son empalmados en diferentes com- 
binaciones, generando dos o más mRNA maduros diferentes a partir 
de un único pre-mRNA. (Fig. 4-16). También llamado procesamiento 
alternativo. 
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transcripción eucariontes 
uele usarse para determinar la es. 

moléculas (en particular proteínas y ácidos 
po un cristal de las moléculas purificadas y 
untos resultantes. (Fig. 3-43) 


Cristalografía de rayos X Técnica que $ 


tructura tridimensional E 
nucleicos) al pasar rayos X a través de 
analizar el patrón de difracción de los P 
Cromátida Copia de un cromosomé ae Ds AS , 
fase S del ciclo celular, que está unida a la otra - a 0. 
cromátidas hermanas. Durante la mitosis, las sn E 
nas se separan y cada una se convierte en un Cro 


dos células hijas. (Fig. 6-39) 

Las dos moléculas de DNA idénticas creadas 
ínas cromosómicas asocia- 
a cromosoma está com- 


Cromátidas hermanas 
durante la replicación del DNA y las prote 
das. Después de la replicación del DNA, cad 


puesto de dos cromátidas hermanas. 


Cromatina Complejo de DNA, histonas y proteínas no histonas a 
partir de las cuales se forman los cromosomas eucariontes. La conden- 
sación de la cromatina durante la mitosis produce los cromosomas vi- 


sibles en la metafase. (Figs. 6-28 y 6-30) 


Cromatografía líquida Grupo de técnicas bioquímicas para separar 
mezclas de moléculas (p. ej., proteínas diferentes) sobre la base de sus 
masas (cromatografía de filtración en gel), sus cargas (cromatografía de 
intercambio iónico) o la capacidad de unirse a otras moléculas específ- 
cas (cromatografía de afinidad). (Fig. 3-38) 


Cromosoma En los eucariontes, la unidad estructural del material 
genético que consiste en una única molécula lineal de DNA doble he- 
bra y las proteínas asociadas. En la mayoría de los procariontes, una 
molécula circular de DNA doble hebra constituye el grueso del material 
genético. Véase también Cromatina y Cariotipo. 


Cromosoma homólogo Una de las dos copias de cada tipo morfoló- 


gico de cromosoma presente en una célula diploide. Cada homólogo 
deriva de un progenitor diferente. 


Cromosoma politénico 


Cromosoma gigante compuesto por mu- 
chas copias paralelas de sí 


oa mismo formada por múltiples ciclos de re- 
plicación de A sin separación cromosómica; se encuentra en las 


glándulas salivales y algunos otros tejidos de la mosca Drosophila y 
otros insectos dípteros. (Fig. 6-43) 


Cuerpo basal Estructura en la base de un cilio o un flagelo desde 


donde se irradian los microtúbulos que forman el axonema; estructu- 
ralmente similar al centríolo. (Fig. 18-30) 


Cuerpo nuclear Región en el núcleo aproximadamente esférica, fun- 
cionalmente especializada, que contiene proteínas específicas y RNA; 
cumple funciones en el ensamblaje de los complejos de ribonucleopro- 

, teínas (RNP). El tipo más prominente es el nucléolo. 


Cuerpo P_ Dominio citoplasmático denso, que no contiene riboso- 
mas ni factores de traducción y actúa en la represión de la traducción 
y la degradación del mRNA asociado; también denominado cuerpo de 
procesamiento del RNA citoplasmático. 


Cuerpos polares del huso Estructuras funcionalmente análogas a 
los centrosomas en las levaduras. 


DAG Véase Diacilglicerol 


Dalton Unidad de masa molecular equivalente a la masa de un áto- 
mo de hidrógeno (1,66 x 10? g). 


Dedos de cinc Diversos motivos estructurales de unión al DNA re- 
lacionados compuestos de estructuras secundarias plegadas alrededor 
de un ¡on de cinc; presente en numerosos factores de transcripción 
eucariontes. (Figs. 3-9b,7-29 a yb). 


Dendrita Prolongación que se extiende desde el cuerpo celular de 
una neurona, es relativamente corta, suele ramificarse y recibe señales 
provenientes de los axones de otras neuronas. (Fig. 22-1) 


Desacoplante Cualquier sustancia natural (p. ej., la proteína termo- 
genina) o agente químico (p. ej., 2,4-dinitrofenol) que disipa la fuerza 
protón-motriz a través de la membrana mitocondrial interna o la mem- 
brana de tilacoide de cloroplastos, inhibiendo así la síntesis de ATP. 


Desnaturalización Alteración drástica en la conformación de una 
proteína o ácido nucleico debido a la rotura de varios enlaces no co- 
valentes causada por calentamiento o exposición a ciertos compuestos 
químicos; en general produce la pérdida de función biológica. 


Despolarización Reducción en el potencial eléctrico negativo en 
la cara citosólica que normalmente existe a través de la membrana 
plasmática de una célula en reposo, que da como resultado un po- 
tencial de membrana positivo en el interior o un interior menos 
negativo. 
Determinante En el contexto del reconocimiento de un antígeno 
por un anticuerpo, es una región en una proteína a la cual se une el 
anticuerpo. En este contexto, es un sinónimo de epítopo. 


Deuterosoma Grupo de animales bilateralmente simétricos cuyo 
ano se desarrolla cerca del blastoporo y tienen un cordón nervioso 
dorsal. Este grupo incluye todos los cordados (peces, anfibios, rep- 
tiles, aves y mamíferos) y los equinodermos (estrellas de mar, erizos 


de mar). 


Diacilglicerol (DAG) Segundo mensajero unido a la membrana que 
puede ser producido por la rotura de fosfoinosítidos en respuesta a la 
estimulación de ciertos receptores de la superficie celular. (Figs. 15-8 
y 15-35) 


Difusión simple Movimiento neto de una molécula a través de una 
membrana a favor de su gradiente de concentración a una velocidad 
proporcional al gradiente y a la permeabilidad de la membrana: tam- 


bién llamada difusión pasiva. 


Dineínas Clase de proteínas motoras que usan la energía liberada 
por la hidrólisis de ATP para moverse hacia el extremo (=) de los mi- 
crotúbulos. Las dineínas pueden transportar vesículas y orgánulos, son 
las responsables del movimiento de los cilios y flagelos, y cumplen un 
papel en el movimiento de cromosomas durante la mitosis. (Figs. 18- 
23 y 18-34) 


Diploide En referencia a un microorganismo o una célula, que tie- 
nen dos juegos completos de cromosomas homólogos y por ende dos 
copias (alelos) de cada gen o locus genético. Las células somáticas con- 
tienen el número diploide de cromosomas (2n) característico de una 
especie. Véase también Haploide. 


Disacárido Hidrato de carbono pequeño (azúcar) compuesto de dos 
monosacáridos unidos de forma covalente por un enlace glucosídico. 
(Fig. 2-19) 


Diversidad Conjunto de receptores específicos de antígenos codif- 
cado por el sistema inmunitario. 


División celular Separación de una célula en dos células hijas. En 
los eucariontes superiores incluye la división del núcleo (mitosis) y del 
citoplasma (citocinesis); a menudo se usa el término mitosis para refe- 
rirse tanto a la división nuclear como a la citoplasmática. 


División celular asimétrica Cualquier división celular en la que las 
dos células hijas reciben los mismos genes pero que heredan compo- 
nentes diferentes (p. ej., mRNA, proteínas) a partir de la célula proge- 
nitora. (Fig. 21-21a) 

DNA (ácido desoxirribonucleico) Polímero lineal grande, com- 
puesto de cuatro clases de nucleótidos de desoxirribosa, que es el por- 
tador de la información genética. Véase también DNA doble hélice. 
(Fig. 4-3) 


DNA complementario Véase cDNA 


DNA de secuencia simple Secuencias cortas repetidas en tándem que se 
encuentran en los centrómeros y los telómeros y también en otras locali- 
zaciones cromosómicas y no se transcriben; también llamado DNA satélite. 


DNA ligasa Enzima que une el extremo 3'de un fragmento de DNA 
con el extremo 5“del otro y forma una cadena continua. 


DNA polimerasa Enzima que copia una hebra de DNA (la hebra 
molde) para sintetizar la hebra complementaria, que compone una 
nueva molécula de DNA doble hebra. Todas las DNA polimerasas aña- 
den desoxirribonucleótidos de a uno por vez en la dirección 5/> 3/a un 
cebador de hebra de DNA o RNA corto preexistente. 


DNA recombinante Cualquier molécula de DNA formada in vitro 
por la unión de fragmentos de DNA de diferentes fuentes. 
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DNA satélite Véase DNA de secuencia simple 

Doble hélice de DNA Estructura tridimensional más común para el 
DNA celular en el cual las dos cadenas de polinucleótidos son antipara- 
lelas y se enrollan una alrededor de la otra con bases complementarias 
unidas por enlaces de hidrógeno. (Fig. 4-3) 


Dominante En genética, se refieren al alelo de un gen expresado en 
el fenotipo de un heterocigoto; el alelo no expresado es recesivo. Tam- 
bién se refiere al fenotipo asociado con un alelo dominante. Las muta- 
ciones que producen alelos dominantes en general dan como resultado 
una ganancia de función. (Fig. 5-2) 


Dominante negativo En genética, un alelo que actúa de manera do- 
minante pero produce un efecto similar a la pérdida de función; en 
general es un alelo que codifica una proteína mutante que bloquea el 
funcionamiento de una proteína normal al unirse a ella o a una proteí- 
na corriente arriba o corriente abajo en su vía de señalización. 


Dominio de activación Región de un factor de transcripción que esti- 
mulará la transcripción cuando se fusione a un dominio de unión al DNA. 


Dominio de represión Región de un factor de transcripción re- 
presor que inhibirá la transcripción cuando se fusione al dominio de 
unión al DNA. 


Dominio de unión al DNA Dominio de un factor de transcripción 
que se une de manera específica a secuencias de DNA estrechamente 
relacionadas. 


Dominio proteico Distintas regiones de la estructura tridimensional 
de una proteína. Un dominio funcional muestra una actividad particu- 
lar característica de la proteína; un dominio estructural tiene =40 o más 
aminoácidos de longitud, dispuestos en una estructura secundaria O 
terciaria; un dominio topológico tiene una relación espacial distintiva 
al resto de la proteína. 


Ectodermo La más externa de las tres capas celulares primarias de 
los embriones animales; da origen a los tejidos epidérmicos, el sistema 
nervioso y los órganos sensoriales externos. Véase también Endoder- 


mo y Mesodermo. 


Edición del RNA Tipo inusual de procesamiento de RNA en el cual 
la secuencia de un pre-mRNA está alterada. 


Efecto hidrófobo Tendencia de las moléculas o partes de moléculas 
no polares para asociarse unas con otras en soluciones acuosas para 
minimizar sus interacciones directas con el agua; se suele denominar 
interacción o enlace hidrófobo. (Fig. 2-11) 


Efecto Warburg Nombrado en honor a su descubridor, Otto War- 
brug, describe la observación de que la mayoría de las células cancero- 
sas producen predominantemente energía por glucólisis, seguida por la 
fermentación de piruvato a ácido láctico. Mientras que las células nor- 
males usan esta forma de producción de energía solo bajo condiciones 
limitantes de oxigeno (anaeróbicas), las células cancerosas metabolizan 
la glucosa de esta manera incluso en presencia de suficiente oxígeno. 
Por eso el proceso también se conoce como glucólisis aeróbica. 
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4 Í Je traJ sducción de l Ss sen; les 
Í una via de t 1 
inal de I s sena 


Componente al transmitida. 


Efector la seh 
que provoca una respuesta 22" 

. de las diversas ¡técnicas para separar ma- 
Cualquiera dean gel u otro medio sometido a 
migraci 


(Fig. 3-36) 


Electroforesis 
cromoléculas según SU 


un campo eléctrico fuerte. 


transponible del DNA 
: Véase Elemento 
Elemento móvil del DNA 


Cualquier secuencia reguladora del 
ro de =200 pares de bases del si- 
scripción de muchos genes está 


ales al promotor. (Fig. 7-22) 


Elemento proximal al promotor ' 
DNA eucarionte que Se encuentra den 

tio de inicio de la transcripción. La Eran 
controlada por varios elementos proxiM 


- del DNA Cualquier secuencia e 
lugar del cromosoma en todos los indivi- 
na posición Nueva mediante 
ento móvil del DNA y repeti- 


Elemento transponibl 
no está presente en el mismo 
duos de una especie y puede moverse au 
transposición; también denominado elem 
ción dispersa. (Cuadro 6- 1) 


e nucleótidos a una cade- 


. . . ., n d 
j a transcripción Adició : 
poa E d a una cadena codificante 


na polipeptídica creciente, como molde se US 
de DNA complementario. (Fig. 4-11) 


Para un gen, dirección en que se mueve la RNA polimera- 
sa durante la transcripción, la cual es hacia el extremo con un grupo hidro- 
xilo 5" de la hebra molde de DNA. Los nucleótidos corriente abajo a partir 


primer nucleótido Transcrito) se designan +2, +3, etc. 


En dirección 3” 


de la posición +1 (el 


En dirección 57 Para un gen, la dirección opuesta a la cual se mueve 
la RNA polimerasa durante la transcripción. Los nucleótidos corriente 
arriba a partir de la posición +1 (el primer nucleótido Transcrito) se 


designan —1,-—2, etc. 


Endergónico Referente a las reacciones y procesos que tienen una G 
positiva y por lo tanto requieren un aporte de energía libre para pro- 
ducirse; opuesto a exergónico. 

Endocitocis Término general para la incorporación de un material 
extracelular por invaginación de la membrana plasmática, que incluye 
endocitosis mediada por receptores, fagocitosis y pinocitosis. 
Endocitosis mediada por receptor Incorporación de materiales 
extracelulares unidos a receptores de la superficie celular específicos 
por invaginación de la membrana plasmática para formar una pequeña 
vesícula unida a la membrana (endosoma temprano). (Fig. 14-29) 
Ene eno Referente al mecanismo de señalamiento en el que las 
cas diana unen y responden a una hormona liberada en la circula- 
ción sanguínea por células secretoras especializadas que en general se 
encuentran en una glándula (p. ej., hipófisis o tiroides). 


Endoderm ás 1 
o La más interna de las tres capas celulares primarias de 


u embrión amar da origen al intestino y la mayor parte del aparato 
respiratorio. Véase Ectodermo y Mesodermo 


Endosimbi ; . 
simbionte Bacteria que reside dentro de una célula eucarionte 


en 1Ó , 
una relación mutuamente beneficiosa. De acuerdo con la hipóte- 


sis endosimbionte, las mitocondrias y los cloroplastos evolucionaron a 
partir de endosimbiontes. (Fig. 6-20) 


Endosoma Uno de dos tipos de compartimientos rodeados por 
membrana: endosomas tempranos (o vesículas endocíticas), que inva- 
ginan hacia adentro desde la membrana plasmática en la endocitosis 
mediada por receptor, y los endosomas tardíos, que tienen un pH in- 
terno ácido y actúan en la clasificación de proteínas en los lisosomas. 
(Figs. 14-1 y 14-29) 


Endotelio Capa delgada de células que recubre la superficie interior 
de los vasos sanguíneos y linfáticos. 


Endotérmico Referente a las reacciones y procesos que tienen un 
cambio positivo en la entalpía, AH, y por lo tanto deben absorber calor 
para poder producirse; opuesto a exotérmico. 


Energía de activación Suministro de energía requerido para que, 
superadas las barreras energéticas, se inicie una reacción química. Al 
reducir la energía de activación, una enzima incrementa la velocidad 
de una reacción. (Fig. 2-30). 

Energía cinética Energía del movimiento, como el movimiento de 
las moléculas. 


Energía libre (G) Medida de la energía potencial de un sistema, que 
es una función de la entalpia (H) y la entropía (5). 


Energía potencial Energía almacenada. En los sistemas biológicos, 
las formas primarias de energía potencial son los enlaces químicos, 
los gradientes de concentración y los potenciales eléctricos a través de 


membranas celulares. 
Energía química potencial Energía almacenada en los enlaces que 
conectan los átomos en las moléculas. 


Enlace de alta energía Enlace covalente que libera una gran cantidad 
de energía cuando es hidrolizado en las condiciones intracelulares nor- 
males. Los ejemplos incluyen los enlaces fosfoanhídridos en el ATP, el 
enlace tioéster en el acetilCoA y diversos enlaces ésteres fosfato. 


Enlace covalente Fuerza química estable que mantiene unidos a los 
átomos en las moléculas al compartir uno o más pares de electrones. 
Véase también interacción no covalente. (Figs. 2-2 y 2-6) 


Unión covalente común entre átomos de 


Enlace disulfuro (-S-S-) | : 
azufres en dos residuos de cisteína en diferentes polipéptidos o en dife- 


rentes partes del mismo polipéptido. 
Interacción no covalente entre un átomo (en 


na carga parcial negativa y un 
parcial positiva. Importante 


Enlace de hidrógeno 
general oxígeno O nitrógeno) que porta u 


átomo de hidrógeno que porta una carga 
en la estabilización de la conformación de proteínas y en la formación 


de pares de bases entre hebras de ácido nucleicos. (Fig. 2-8) 


Enlace fosfoanhídrido — Tipo de enlace de alta energía formado entre 
dos grupos fosfatos, como los fosfatos Y y B y los fosfatos B y al en el 


ATP. (Fig. 2-31) 


Enlace fosfodiéster Enlace químico entre nucleótidos adyacentes en 
el DNA y el RNA; consiste en dos enlaces fosfoéster, uno en el lado 5' 
del fosfato y otro en el lado 3”. (Fig. 4-2) 

Enlace glucosídico Unión covalente entre dos residuos de monosa- 
cáridos formados cuando un átomo de carbono en un azúcar reacciona 
con un grupo hidroxilo en un segundo azúcar con la liberación neta de 


una molécula de agua (deshidratación). (Fig. 2-13) 


Enlace peptídico Enlace amida covalente entre aminoácidos forma- 
do entre el grupo amino de un aminoácido y el grupo carboxilo de otro 
con liberación neta de una molécula de agua (deshidratación). (Fig. 


2-13) 


Ensayo de placa Técnica para la determinación del número de par- 
tículas virales infecciosas en una muestra mediante el cultivo de una 
muestra diluida en una capa de células huésped susceptibles y posterior 
recuento de las zonas claras de las células lisadas (placas) que se desa- 


rrollan. (Fig. 4-45) 


Entalpía (H) Calor; en una reacción química, la entalpía de los reac- 
tivos o productos es igual a sus energías de enlace totales. 


Entrecruzamiento (crossing-over) Intercambio de material genético 
entre las cromátidas maternas y paternas de dos cromosomas homó- 


logos durante la meiosis para producir cromosomas recombinados. 
Véase también Recombinación. (Fig. 8-13) 


Entropía (S) Medida del grado de desorden o aleatoriedad en un sis- 
tema; a mayor entropía, mayor es el desorden. 


Envoltura nuclear Estructura de doble membrana que rodea el nú- 
cleo; la membrana externa se continua con el retículo endoplasmático 
y las dos membranas están perforadas por complejos de poro nuclear. 


(Fig. 9-32) 


Enzima proteína que cataliza una reacción química particular que 
involucra un sustrato especifico o número pequeño de sustratos re- 


lativos. 


Enzima de restricción (enzima de restricción) Cualquier enzima 
que reconoce y escinde una secuencia específica corta, el sitio de restric- 
ción, en las moléculas de DNA de hebra doble; usadas extensivamente 
para producir DNA recombinante in vitro; también llamada endonu- 


cleasa de restricción. (Fig. 5-11; Cuadro 5-1) 


Epigenético Referido a un proceso que afecta la expresión de genes 
específicos y es heredado por las células hijas pero no involucra un 
cambio en la secuencia del DNA. 


Epitelio Cubierta similar a una lámina, compuesta de una o más 
capas de células fuertemente adheridas, en las superficies corporales 


externas o internas. (Fig. 20-9) 


Epítopo Parte de una molécula de antígeno que se une a un receptor 
específico de ese antígeno en las células B o T, o a un anticuerpo. Los 
antígenos proteicos grandes suelen tener varios epítopos que se unen a 


anticuerpos de diferente especificidad. 
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Equilibrio químico Es 


ado de una reacción química en | 
concentración de 


todos los productos y re 
a que las velocidades de | 


a cual la 
actantes es constante debido 
as reacciones directa e inversa son iguales. 


Eritropoyetina (Epo)  Citocina 


que desencadena la producción de 
eritrocitos 


al inducir la proliferación y diferenciación de células proge- 
nitoras eritroides en la médula ósea. (Figs. 16-8 y 21-23) 

Esfingolípidos Principal grupo de lípidos de membrana, derivados 
de la esfingosina, que contienen dos cadenas hid 
y Un grupo cabeza fosforilado (esfingomielina) 
hidrato de carbono (cerebrósid 


rocarbonadas largas 


O Un grupo cabeza de 
os, ganglósidos). (Fig. 10-8b) 


Especificidad Capacidad de las células 


para distinguir entre moléculas rela 
ralmente. 


inmunitarias o sus productos 
cionadas muy parecidas estructu- 


Espermatozoide  Gameto masculino, 


una célula haploide móvil que 
puede unirse y fusionarse con un óvulo, 


formando un cigoto, 


Espiral enrollada (colied coil) Motivo estructural de proteínas mar- 


cado por regiones 0 anfipáticas que pueden autoasociarse para formar 
estructuras estables en forma de cilindr. 
ral se encuentra en las proteínas fibrosa 
cripción.(Fig. 3-9a) 


o en las proteínas; por lo gene- 
s y en ciertos factores de trans- 


Espliceosoma Complejo ribonucleoproteico grande que ensambla 


Un pre-mRNA y realiza el corte y empalme del RNA. (Fig, 8-11) 


Estado estable (de equilibrio dinámico) En las vías metabólicas ce- 
lulares, condición en la que la velocidad de formación y la velocidad de 
consumo de una sustancia son iguales, de manera tal que su concentra- 
ción permanece constante. (Fig. 2-23) 


Estado de transición Estado de los reactivos durante una reacción 
química cuando el sistema está en su nivel de energía más alto; también 
llamado estado de transición intermedio. 

Estereoisómeros Dos compuestos con fórmulas moleculares idén- 
ticas cuyos átomos están unidos en el mismo orden, pero con dis- 
posiciones espaciales diferentes. En los isómeros ópticos, designados 
D y L, los átomos unidos a un átomo de carbono asimétrico están 
dispuestos en un esquema de imagen especular. Los isómeros geomé- 
tricos incluyen las formas cis y trans de las moléculas que contienen 
enlaces dobles. 

Esteroides Grupo de hidrocarbonos de cuatro anillos que inclu- 
yen el colesterol y compuestos relacionados. Muchas hormonas im- 
portantes (p. ej., los estrógenos y la progesterona) son esteroides. 
Los esteroles son esteroides que contienen uno o más grupos hidro- 
xilos. (Fig. 10-8c) 
Estructura cuaternaria Número y posiciones relativas de las cade- 


nas polipeptídicas en las proteínas multiméricas (multisubunidad). 
(Fig. 3-10b) 


Estructura de Holliday Intermediario en la recombinación del 
DNA con cuatro hebras de DNA. (Fig. 4-43) 


G-12 GLOSARIO 


mas disposición lineal (secuene;. 
maria En las proteinas, Aaa Usa 
Estructura primaria as solipeptídica. 
“adena polipep 
de aminoácidos dentro de una cadena pollp 
e A p 


En las proteínas, plegamiento local de una 
En las 


Esencia pecundaria ras regulares que incluye la hélice q, 


cadena polipeptídica en estructu 
la lámina $ y el giro p. 


aria En las proteínas, forma tridimensional globa] 
iaria , “lizad: Altiples inte 
pa e lipeptídica que está estabilizada por eel Inte- 
e una cadena poll s. (Fig. 3-10a 
racciones no covalentes entre cadenas laterales. (Fig 


icroorganismos compuestos por una y 
Clase de m cleo y orgánulos rodeados por una 
de los tres linajes evolutivos dife. 
también llamados eucaria. 


Eucariontes 
más células que contienen un nu 
membrana, que constituye UNO | 
rentes de los microorganismos modelos; ds eel 
Incluyen todos los microorganismos excepto 


riontes. (Fig. 1-1) 


Eucromatina Porciones de cromatina menos e e 
O activas 

en los cromosomas interfásicos; incluye las Ica me e Ñ 

el punto de vista de la transcripción. Véase también Heterocromatina. 


(Fig. 6-33a) 


Exergónico Referido a las reacciones y prócesos que tienen un AG 
negativo y por ende liberan energía libre a medida que progresan; 
opuesto a endergónico. 

Exocitosis Liberación de moléculas intracelulares (p. ej., hormonas, 
proteínas de la matriz) contenidas dentro de vesículas rodeadas por 
membrana mediante fusión de la vesícula con la membrana plasmática 
de la célula. 


Exón Segmento de un gen eucarionte (o de su transcrito primario) 
que alcanza el citoplasma como parte de un mRNA maduro, un TRNA 
o una molécula de tRNA. Véase también Intrón. 


Exosoma Complejo grande que contiene exonucleasas que degradan 


los intrones descartados por procesamiento y los pre-mRNA procesa- 


dos inapropiadamente en el núcleo o los mRNA con colas de poli(A) 
acortadas en el citoplasma. (Fig. 8-1) 


Exotérmico — Referente a las reacciones y procesos que tienen cambio 


negativo en la entalpía, AH, y por lo tanto liberan calor a medida que 
ellas proceden; opuesto de endotérmico. 


Exportador de mRNP Proteína heter 
tículas ribonucleoproteicas que contien 


taining ribonucleoprotein particles) y dirige su salida del núcleo hacia el 


citoplasma mediante interacción transitoria con las nucleoporinas en 
el complejo de poro nuclear. (Fig. 8-22) 


odimérica que se une a las par- 
en mRNA (mRNP, mRNA con- 


Expresión génica Proceso global por el cua] la información codif- 
cada en un gen es convertida a Un fenotipo observable 


(normalmente 
para la producción de una proteína) 


Factor de crecimiento Molécula 


polipeptídica extracelular que se 
une a un receptor de superficie cel 


ular y dispara una vía de señalización 


Factor de crecimiento epidérmico (EGF) Miembro de una familia 
de proteínas de señalización secretadas (la familia EGF) involucrada en 
el desarrollo de casi todos los tejidos en la mayoría o en todos los ani- 
males. Las señales EGF están unidas por receptores tirosincinasa. Las 
mutaciones en los componentes de transducción de señales del EGF 
están implicadas en el cáncer humano, incluido el cáncer de cerebro. 


Véase Familia HER. 


Factor de crecimiento transformador beta (TGFB) Familia de pro- 
teínas de señalización secretadas usadas en el desarrollo de muchos 
tejidos en la mayoría o todas las células animales. Los miembros de 
la familia TGFB inhiben el crecimiento con más frecuencia de lo que 
lo activan. Las mutaciones en los componentes de transducción de la 
señal TGFP están implicadas en algunos cánceres humanos, incluido el 
cáncer de mama. (Figs. 16-27 y 16-28) 


Factor de elongación (FE) Una de un grupo de proteínas no ribosó- 
micas requeridas para la traducción continua de mRNA (síntesis pro- 
teica) después de la iniciación. (Fig. 4-25) 


Factor de iniciación (FI) Uno de un grupo de proteínas no ribosó- 
micas que estimulan la asociación adecuada de los ribosomas y mRNA 
y son necesarias para la iniciación de la traducción (síntesis proteica). 


(Fig. 4-24) 


Factor de iniciación de la traducción eucarionte (elF) Grupo de 
proteínas necesarias para iniciar la síntesis proteica en las células eu- 


cariontes. (Fig. 4-24) 


Factor de liberación (RE, release factor) Uno de los dos tipos de 
proteínas no ribosómicas que reconoce codones de terminación en el 
mRNA y promueve la liberación de la cadena polipeptídica comple- 
tada, terminando así la traducción (síntesis de proteína). (Fig. 4-27) 

Factor promotor de la maduración (MPF) Complejo ciclina-CDK 
que tiene la capacidad de inducir la entrada en la meiosis cuando se 


inyecta en los oocitos detenidos en G,. 


Factor de transcripción Termino general para cualquier proteína, 
diferente a la RNA polimerasa, necesaria para iniciar o regular la trans- 
cripción en células eucariontes. Los factores generales, necesarios para la 
transcripción de todos los genes, participan en la formación del complejo 
de preinciación de la transcripción cerca del sitio de inicio. Los factores 
específicos estimulan (activadores) o inhiben (represores) la transcrip- 
ción de genes particulares mediante la unión a sus secuencias reguladoras. 


Factor trófico Cualquiera de las numerosas proteínas de señaliza- 
ción requeridas para la supervivencia de las células en los organismos 
multicelulares; cuando faltan esas señales, las células comienzan con la 


apoptosis. 


FAD (flavina adenina dinucleótido)  Molécula orgánica pequeña 
que funciona como un transportador de electrones al aceptar dos elec- 
trones de una molécula dadora y dos H* de la solución. (Fig. 2-33b) 


Fagocitos Cualquier célula que puede ingerir y destruir patógenos y 
otros antígenos particulados. Los principales fagocitos son los neutró- 
filos, los macrófagos y las células dendríticas. 


Fagocitosis Proceso por el cual partículas relativamente grandes (p. 
ej., células bacterianas) son internalizadas por ciertas células eucarion- 
tes en un proceso que involucra la remodelación extensa del citoesque- 
leto de actina; distinto de la endocitosis mediada por receptor, (Fig. 


17-19) 


Familia de ATPasa AAA Grupo de proteínas que se acoplan a la hi- 
drólisis del ATP con movimientos de moléculas grandes en general aso- 
ciadas con el desplegamiento de proteínas sustrato o el desensamblaje 
de complejos de proteínas (multiméricas u oligoméricas). 


Familia de genes Conjunto de genes que surgen por duplicación de 
un gen ancestral común y luego diverge debido a pequeños cambios en 
la secuencia nucleotídica. (Fig. 6-26) 


Familia HER Grupo de receptores que pertenecen a la clase de re- 
ceptores tirosincinasa (RTK), que se une a miembros de la familia de 
factores de crecimiento epidérmicos (EGF) de moléculas de señaliza- 
ción en los seres humanos. La sobreexpresión de la proteína HER2 se 
asocia con la aparición de ciertos cánceres de mama. (Fig. 16-7) 


Familia de proteínas Conjunto de proteínas homólogas codificadas 


por una familia génica. 
Fase G,, G,,G, Véase Ciclo celular 


Fase M (mitótica) Véase Ciclo celular 


Fase S (síntesis) Véase Ciclo celular 


Fenotipo Características físicas y fisiológicas detectables de una cé- 
lula u organismo determinadas por su genotipo; también, rasgo espe- 
cífico asociado con un alelo en particular. 


Fermentación Conversión en ATP de parte de la energía presente en 
las moléculas orgánicas nutrientes, como la glucosa, a través de su oxi- 
dación y conversión en productos moleculares orgánicos de “desperdi- 
cio” como el ácido láctico o el etanol; en general implica la reducción 
cíclica simultánea y la oxidación de NAD*/NADH. 


Feromona Molécula señal liberada por un individuo que puede al- 
terar el comportamiento o expresión génica de otros individuos de la 
misma especie. Los factores del tipo de apareamiento Q y a de las leva- 
duras son ejemplos bien estudiados. 


Fibroblasto Tipo común de célula del tejido conectivo que secreta 
colágeno y otros componentes de la matriz extracelular; migra y pro- 
lifera durante la cicatrización de las heridas y en cultivo de tejidos. 


Fibronectina Proteína multiadherente de la matriz abundante que 
tiene varias isoformas, generadas por corte y empalme alternativo en 
varios tipos celulares. Se une a muchos otros componentes de la matriz 
extracelular y a los receptores de adhesión integrinas. (Fig. 20-32) 


Fijación del carbono Véase Ciclo de Calvin 


Fijación de membranas (patch clamping) Técnica para la determi- 
nación del flujo de iones a través de un solo canal iónico 0 4 través de 
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la membrana de toda una célula mediante una micropipeta cuya punta 
se aplica a una porción pequeña de la membrana celular. (Fig. 11-22) 
Filamento intermedio — Fibra del citoesqueleto (de 10 nm de diáme- 
tro) formada por la polimerización de subunidades proteicas relacio- 
nadas específicas de tejido, que incluyen queratinas, laminas y neuro- 
filamentos. (Fig. 18-47; Cuadro 18-1) 


FISH Véase Hibridación in situ con fluorescencia 
Flagelo Estructura locomotora larga (en general una por célula) que 
se extiende desde la superficie de algunas células eucariontes (p. ej., 
espermatozoides), cuyos movimientos de flexión impulsan la célula a 


través del medio líquido. Los flagelos bacterianos son estructuras más 


pequeñas y mucho más simples. Véase también Axonema y Cilio. (Fig. 
18-31) 


Flavina adenina dinucleótido Véase FAD 
Flipasa Proteína que facilita el movimiento de lípidos de membrana 
de una hoja a la otra de la bicapa lipídica. (Fig. 11-15) 

Fosfatasa Enzima que elimina un grupo fosfato de un sustrato por 


hidrólisis. Las fosfoproteinfosfatasas actúan con las proteincinasas para 
controlar la actividad de muchas proteínas celulares. (Fig. 3-33) 


Fosfatasa Cdc25 Proteína fosfatasa que desfosforila las CDK (cyclin- 
dependent kinases) en la treonina 14 y la tirosina 15, activando de esta 
forma las CDK. 


Fosfoglicéridos Derivados anfipáticos del glicerol 3 fosfato que en 
general están formados por dos cadenas de acilos grasos hidrófobos es- 
terificadas a los grupos hidroxilo en el glicerol y un grupo cabeza polar 
adherido al fosfato; los lípidos más abundantes en las biomembranas. 
(Figs. 2-20 y 10-8a) 


Fosfoinosítidos Grupo de lípidos unidos a membrana que contie- 
nen derivados fosforilados del inositol; algunos actúan como segundos 
mensajeros en varias vías de transducción de la señal. (Fig. 15-35 y 
16-25) 


Fosfolipasa Una de varias enzimas que escinden diferentes enlaces 
en el extremo hidrófilo de los fosfolípidos (Fig. 10-12) 


Fosfolipasa C (PLC) 
vada por G,, 0 por G,,, que escinde el lípido de membrana fosfatidi- 
linositol 4,5-bifosfato y produce dos segundos mensajeros, DAG e IP,. 
(Figs. 15-35 y 15-364) 


Fosfolipasa asociada con la membrana y acti- 


Fosfolípido La principal clase de lípidos presente en las biomembra- 
nas, incluye los fosfoglicéridos y los esfingolípidos. (Figs. 10-8a, b y 
2-20) 
Fosforilación Adición covalente de un grupo fosfato a una molécula 
como un azúcar o una proteína. La hidrólisis del ATP suele acompañar 
a la fosforilación, lo que proporciona energía para la reacción, y el gru- 
po fosfato es añadido de forma covalente a la molécula. Las enzimas 
que catalizan la fosforilación se denominan cinasas. 
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Complejos multiproteicos presentes en todos los orga- 


que consiste en complejos secuestradores de luz 
y un centro de reacción donde se produce el 


Fotosistemas 
nismos fotosintéticos, 
que contienen clorofilas 
transporte de fotoelectrones. (Fig.12-44a) 
Fragmentos de Okazaki Fragmentos cortos de DNA hebra simple 
(< 1 000 bases) que se forman durante la síntesis de la hebra retardada 
en la replicación del DNA y son unidos rápidamente por la DNA ligasa 
para formar una hebra de DNA continua. (Fig. 4-30) 


Fragmoplasto En las plantas, estructura temporal formada durante 
la telofase, cuyas membranas se convierten en membranas plasmáticas 
de las células hijas y cuyos contenidos desarrollan la nueva pared celu- 
lar entre ellas. (Fig. 18-45) 

Fuerza protón motriz Energía equivalente del gradiente de concen- 
tración de protones (H”) y el gradiente de potencial eléctrico a través 
de la membrana; usada para iniciar la síntesis de ATP por la ATP sinta- 
sa, transportar moléculas en contra de sus gradientes de concentración, 
y mover los flagelos bacterianos. (Fig. 12-2) 

Gameto Célula haploide especializada (en animales, un espermato- 
zoide o un óvulo) producida en la meiosis de las células germinales 
precursoras; en la reproducción sexual, la unión de un espermatozoide 
y un óvulo inicia el desarrollo de un nuevo individuo. 


Gen Unidad física y funcional de herencia que lleva la información 


de una generación a la siguiente. En términos moleculares, es la se- 
cuencia de DNA (incluidos exones, 


la transcripción) necesaria para la 
cional o RNA. Véase también Unid 


intrones y regiones de control de 
producción de un polipéptido fun- 
ad de transcripción. 


Gen cuidador o de mantenimiento 
proteína codificada ayuda a proteger 
te la participación en la reparación 


función de un gen cuidador increm 
mueve la carcinogénesis. 


(caretaker) Cualquier gen cuya 
la integridad del genoma median- 
del DNA dañado. La pérdida de 
enta las tasas de mutación y pro- 


Gen indicador (informador) 


. A Gen ¡e ínz o se 
mide fácilmente (p:ej., la B-galac a a 


tosidasa, la luciferasa). Los genes ind!- 


cadores suelen utilizarse en varios tipos de experimentos para indicar 
la activación del promotor al cual el gen informador está unido, 

Gen patrón Genes involucrados en el desarrollo de los metazoos que 
determinan la organización general del animal, incluidos el eje corpo- 
ral principal y la segmentación. 


Gen regulado coordinadamente Genes cuyas expresiones son in- 


ducidas y reprimidas al mismo tiempo, como los genes en un único 
operón bacteriano. 


Gen supresor de tumores Cualquier gen cuya proteína codificada in- 
hibe directa o indirectamente la progresión a través del ciclo celular y en 
el cual una mutación con pérdida de la función es oncogénica. La heren- 
cia de un solo alelo mutante de muchos genes supresores de tumores (p. 
ej, RB, APC, y BRCA1) aumenta en gran medida el riesgo de desarrollar 
cáncer colorrectal y otros tipos de cáncer. (Figs. 24-8 y 24-11) 


Genoma Toda la información genética que porta una célula o mi- 


croorganismo. 
Genómica Análisis comparativo de toda la secuencia genómica de 
diferentes organismos y determinación de los patrones globales de ex- 
presión génica; se usa para evaluar relaciones evolutivas entre especies 


y para predecir el número y los tipos generales de RNA producidos por 
un organismo. 


Genotipo Constitución genética total de una célula individual o un 


organismo, en general con énfasis en los alelos particulares en uno o 
más locus específicos. 


Giro beta (PB) Estructura secundaria de las proteínas con forma de 
U corta. (Fig. 3-6) 


Glía Células de sostén del tejido nervioso que, a diferencia de las 
neuronas, no conducen los impulsos eléctricos; también llamadas célu- 
las gliales. De los cuatro tipos, las células de Schwann y los oligodendro- 
citos producen vainas de mielina, los astrocitos actúan en la formación 
de la sinapsis y la microglía sintetiza factores tróficos y actúa en la 
respuesta inmunitaria. (Fig. 22-14) 


Glucagón Hormona peptídica producida en las células de los islotes 
pancreáticos que desencadena la conversión de glucógeno en glucosa 
en el hígado; actúa junto con la insulina para controlar los niveles de 


glucosa en sangre. 


Glucógeno — Polisacárido ramificado muy largo compuesto exclusiva- 
mente por unidades de glucosa; es el hidrato de carbono de almacena- 
miento más importante en los animales, y se encuentra principalmente 
en los hepatocitos y las células musculares. 


Glucolípido Cualquier lípido al cual está unida de forma covalente 
una cadena corta de hidrato de carbono; en general se encuentra en la 
membrana plasmática. 


Glucólisis Vía metabólica en la que los azúcares son degradados 
anaeróbicamente y convertidos en lactato o piruvato en el citosol con 
producción de ATP. (Fig. 12-3) 


Glucoproteína Cualquier proteína a la cual está unida de forma con- 
valente una o más cadenas de oligosacáridos. La mayoría de las proteí- 


nas secretadas y muchas proteínas de membrana son glucoproteínas. 


Glucosaminoglucano (GAG) 
mente cargado, formado por disacáridos en los gue muchos residuos 
suelen estar sulfatados. Los GAG son uno de los componentes princi- 


Polímero grande lineal, extremada- 


pales de la matriz extracelular, en general como componentes de pro- 
teoglucanos. (Fig. 20-28) 


GMP cíclico ((GMP) Segundo mensajero que abre canales de catio- 
nes en los bastones de la retina y activa la proteincinasa G en las células 
del músculo liso vascular y varios otros tipos. (Fig. 15-8, 15-23 y 15-37) 
Gradiente de concentración En biología celular, diferencia en la 
concentración de una sustancia en regiones distintas de una célula o 
embrión, o en diferentes lados de una membrana celular 

Gradiente electroquímico Fuerza conductora que determina la di- 
rección energéticamente favorable de transporte de un ion (o molécula 
cargada) a través de la membrana. Representa la influencia combinada 


del gradiente de concentración a través de la membrana y del poten- 
cial de membrana. 


GrupoR Porción de una molécula, o un grupo químico dentro de 
una molécula grande, que está covalentemente unido como un apén- 
dice al cuerpo principal o núcleo de la molécula. En un aminoácido, el 
grupo R es la cadena lateral que está unida al átomo de carbono alfa y 
le confiere las características distintivas del aminoácido. 


Grupo sulfhidrilo (—SH) Grupo sustituyente presente en el ami- 
noácido cisteína y otras moléculas formado por un átomo de hidró- 
geno unido covalentemente a un átomo de azufre; también llamado 
grupo tiol. 


Haces contráctiles Haces de actina y miosina en las células no mus- 
culares que actúan en la adhesión celular (p. ej., las fibras de tensión) o el 
movimiento celular (anillo contráctil en las células en división). 
Haploide Referente a un organismo o una célula, que tiene solo un 
miembro de cada par de cromosomas homólogos y por lo tanto solo 
una copia (alelo) de cada gen o locus genético. Los gametos y las células 
bacterianas son haploides. Véase también Diploide. 


Hebra conductora (leading strand) Una de las dos hebras de DNA 
hijas formadas en una horquilla de replicación por la síntesis continua 
en la dirección 5'> 3”. La dirección de síntesis de la hebra conductora 
es la misma que el movimiento de la horquilla de replicación. Véase 
también Hebra rezagada. (Fig. 4-30) 


Hebra retardada (lagging strand) Una de las dos hebras de DNA 
formadas en la horquilla de replicación como segmentos cortos dis- 
continuos (fragmentos de Okazaki), sintetizados en la dirección 503'y 
luego unidos. Véase también Hebra conductora. (Fig. 4-30) 


Hedgehog (Hh) Familia de proteínas de señalización secretadas que 


son reguladores importantes del desarrollo en la mayoría de los tejidos 
y Órganos en diversas especies animales. Las mutaciones en los compo- 
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nentes de transducción de señales Hh están implicados en algunos cán- 
ceres humanos y en defectos de nacimiento. El receptor es la proteína 
transmembrana Patched. (Figs. 16-31, 16-32 y 16-33) 


Helicasa (1) Cualquier enzima que se desplaza a lo largo de un dú- 
plex de DNA usando la energía liberada por la hidrólisis del ATP para 
separar (desenrollar) las dos cadenas; necesaria para la replicación del 
DNA. (2) Actividad de ciertos factores de iniciación que pueden des- 
enrollar las estructuras secundarias en el mRNA durante la iniciación 
de la traducción. 


Hélice alfa (a) Estructura secundaria frecuente en las proteínas en 
las cuales la secuencia lineal de aminoácidos se pliega en una espiral con 
giro hacia la derecha estabilizada mediante enlaces de hidrógeno entre 
los grupos carboxilos y amida del esqueleto aminoacídico. (Fig. 3-4) 


Hélice-bucle-hélice básico (bHLH, basic helix-loop-helix) Motivo 
estructural conservado de unión al DNA, que consiste en dos hélices QU: 
conectadas por un bucle corto, que se encuentra en muchos factores de 
transcripción eucariontes. (Fig. 7-29d) 


Hélice-giro-hélice (helix-turn-helix) 
dos hélices alfa están conectadas por un segmento corto de residuos 
conectores, a veces denominado “bucle”. Los motivos estructurales 
Hélice-giro-hélice/hélice-bucle-hélice pueden llevar a cabo diversas 
funciones, incluidas la unión al calcio y la unión del DNA. 


Motivo estructural en el cual 


Heterocromatina Regiones de la cromatina que permanecen muy 
condesadas y son transcripcionalmente inactivas durante la interfase. 
(Fig. 6-33a) 
Heterocigoto Referente a una célula diploide o un organismo, que 
tiene dos alelos diferentes de un gen particular. 


Hexosa  Monosacárido de seis carbonos. 


Hialuronano  Glucosaminoglucano (GAG) muy hidratado grande 
que es un componente principal de la matriz extracelular; también co- 
nocido como ácido hialurónico y hualuronato. Proporciona rigidez y 
resistencia, y también una calidad lubricante a muchos tipos de tejidos 
conectivos. (Fig. 20-28a) 


Hibridación del ácido nucleico Asociación de dos hebras comple- 
mentarias de ácidos nucleicos para formar moléculas de doble hebra, 
que pueden contener dos hebras de DNA, dos hebras de RNA, o una 
de DNA y una de RNA. Técnica usada experimentalmente en varias 
formas de detección de secuencias específicas de DNA o RNA. 


Hibridación in situ Cualquier técnica diseñada para detectar las se- 
cuencias de DNA o RNA específicas en células y tejidos al tratar a las 
muestras con sondas de DNA o RNA de hebra simple que se hibridan 
a la secuencia de interés. (Fig. 5-28) 


Hibridación in situ con fluorescencia (FISH) Cualquiera de las di- 
versas técnicas relacionadas para la detección de secuencias de DNA o 
RNA específicas en células y tejidos mediante tratamiento de las mues- 
tras con sondas fluorescentes que se hibridan a la secuencia de interés y 
la observación de las muestras con microscopia fluorescente. 
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abastecer d 


para almacenar y 


ue contiene solo átomos de 
: mpuesto q 
Cualquier CO 


Hidrocarbono 
hidrógeno y carbono. 
ua. Véase tam- 
drófilo Que interactúa en forma efectiva CON el ag we 
Hidr (0) u 
bién Polar. 


úa en forma efectiva con el agua; en ge- 


¡ act + 
Que no inter e también No polar. 


. b a 
EEN nsoluble en agua. Véas 


neral, muy poco soluble O 1 


Aumento en la magnitud del potencial eléctrico 
n Í ' 

lica que normalmente existe a traves de la 
poso, que da como resultado 


Hiperpolarizació 
negativo de la cara citosó 
membrana plasmática de una célula e 
un potencial de membrana más negativo. 


n re 


Referente a una solución externa cuya concentración 


Hipertónico 
te alta para hacer que el agua salga de las 


de soluto es lo suficientemen 
células por ósmosis. 


Hipotónico Referente a una solución externa cuya concentración de 
soluto es lo suficientemente baja para hacer que el agua entre a las cé- 


lulas por osmosis. 


Histona Una de varias proteínas pequeñas básicas muy conservadas, 
que se encuentran en la cromatina de todas las células eucariontes y 
que se asocian con el DNA en el nucleosoma. (Fig. 6-29) 


Hoja beta ($) Estructura secundaria plana en las proteínas creada 
por las uniones de hidrógeno entre los átomos en dos cadenas polipep- 
tídicas diferentes o entre segmentos de una cadena plegada una sola 
vez. (Fig. 3-5) 

Homeodominio Motivo estructural conservado de unión al DNA 


(una hélice-giro-hélice) que se encuentra en muchos factores de trans- 
cripción importantes del desarrollo. 


Homocigoto Referente a una célula diploide u organismo que tiene 
dos alelos idénticos de un gen particular. 


eras Similitud en características (p. ej., secuencias proteicas 
y de ácidos nucleicos o la estructura de un Órgano) que refleja un ori- 
cs Eno ni pp Las proteínas o genes que exhiben homología se 
icen que son homó : oa 
Joss pa 0gos. En contraste, analogía es una similitud en 
ctura O Iunción que no refleja un origen evolutivo común. 


Homólogos Copias materna y paterna de cada tipo morfológico de 


cromosoma presente en una célula diploide 


Hormona : 
En general, cualquier sustancia extracelular que induce 


res Í 4 y 
puestas específicas en células diana; específicamente, moléculas de 


señalización que circulan en la sangre y median la señalización en- 
docrina. 

Horquilla de replicación Región con forma de Y en el DNA doble 
hebra en el cual las dos hebras son separadas y replicadas durante la 


síntesis de DNA; también denominada horquilla en crecimiento. (Fig. 
4-30) . 


Huso mitótico Estructura temporal especializada, presente en las 


células eucariontes durante la mitosis, que captura los cromosomas y 
luego los empuja y los tira hacia lados opuestos de las células en divi- 
sión; también llamado aparato mitótico. (Fig. 18-37) 


IgCAM Familia de moléculas de adhesión celular que contienen 
múltiples dominios de inmunoglobulina (Ig) y median las interaccio- 
nes intracelulares independientemente del Ca?*. Las IgCAM se pro- 


ducen en una variedad de tejidos y son componentes de las uniones 
estrechas. (Fig. 20-2) 


Inactivación de genes Inactivación selectiva de un gen específico 
mediante el reemplazo del mismo con un alelo no funcional (inte- 
rrumpido) en un microorganismo por lo demás normal. 


Inflamación Respuesta localizada a una lesión o infección que con- 
duce a la activación de células del sistema inmunitario y su recluta- 
miento al sitio afectado; marcada por los cuatro signos clásicos de en- 
rojecimiento, inflamación, calor y dolor. (Fig. 23-6) 


Inhibición lateral Proceso importante del desarrollo mediado por 
señal que produce células adyacentes equivalentes o casi equivalentes 
que asumen diferentes destinos. 


Inhibidor CDK (CKI) Se une al complejo ciclina-CDK e inhibe su 
actividad. 
Iniciador Secuencia de DNA que especifica el comienzo de la trans- 


cripción dentro de la secuencia. 


Inmunoglobulina (Ig) Cualquiera de las proteínas séricas, produ- 
cida por las linfocitos B completamente diferenciados, que pueden 
funcionar como anticuerpos; también se producen en la forma unida 
a la membrana como parte del receptor de células B. Las inmunoglo- 
bulinas se dividen en cinco clases principales (isotipos) que muestran 
propiedades funcionales distintivas. Véase también Anticuerpo. (Figs. 
23-8 y 23-9) 

Inmunotransferencia (immunoblotting) Técnica en la que las pro- 
teínas son separadas mediante electroforesis y fijadas a una membra- 
na de nitrocelulosa o de otro tipo, para luego ser detectadas en forma 
específica mediante anticuerpos marcados. También se conoce como 


Western blot. 


Inositol 1,4,5-trifosfato (IP,) Segundo mensajero intracelular pro- 
ducido por escisión del lípido de membrana fosfatidilinositol 4,5-bi- 
fosfato en respuesta a la estimulación de ciertos receptores de la super- 
ficie celular. El 1P,, que desencadena la liberación de Ca?* almacenada 
en el retículo endoplasmático, es uno de los diversos fosfoinosítidos 
biológicamente activos. (Fig. 15-8; Cuadro 15-3) 


Insaturado Referido a un compuesto (p. ej., ácido graso) en el cual 


uno de los enlaces carbono-carbono es doble o triple. 


Insulina Hormona proteica producida en las células [3 de los islo- 
tes pancreáticos que estimula la captación de glucosa por parte de las 
células musculares y los adipocitos; actúa junto con el glucagón para 
regular las concentraciones de glucosa en sangre. La insulina también 
funciona como factor de crecimiento para muchas células. 


Integrinas Gran familia de proteínas transmembrana heterodiméri- 
cas que funcionan como receptores de adhesión, estimulando la adhe- 
sión célula-matriz, o como moléculas de adhesión celular, promovien- 
do la adhesión entre las células. (Cuadro 20-3) 


Interacción iónica Interacción no covalente entre un ion cargado 
positivamente (catión) y un ion cargado negativamente (anión); que 
en general se conoce como enlace iónico. 


Interacción no covalente Cualquier interacción química relativa- 
mente débil que no implica compartir electrones de manera íntima. 
(Figs. 2-6 y 2-12) 


Interacción de van der Waals Interacción no covalente débil debida 
a distribuciones electrónicas asimétricas, transitorias y débiles alrede- 
dor de átomos (dipolos). (Fig. 2-10) 


Interfase Período largo del ciclo celular que incluye las fases G,, S, y G,, 
entre una fase M (mitótica) y la siguiente. (Figs. 1-16 y 19-1) 


Interferencia de RNA (RNAi)  Inactivación funcional de un gen es- 
pecífico por un RNA de hebra doble correspondiente que induce o la 
inhibición de la traducción o la degradación del mRNA de hebra sim- 
ple complementario codificado por el gen pero no de los mRNA con 
una secuencia diferente. (Fig. 5-45) 


Interferón (IFN) Grupo pequeño de citocinas que se unen a recep- 
tores de superficie celular sobre células diana e inducen cambios en la 
expresión génica que conducen a un estado antiviral u otras respuestas 
celulares importantes en la actividad inmunitaria. 


Interleucinas (IL) Grupo grande de citocinas, algunas liberadas en 
respuesta a la inflamación, que estimulan la proliferación y el funciona- 
miento de linfocitos T y linfocitos B productores de anticuerpos. 


Interneuronas Neuronas que reciben señales de otras células ner- 
viosas y que a su vez transmiten señales a otras células nerviosas. 


Intrón — Parte de un transcrito primario (o del DNA que lo codifica) 
que es eliminado por corte y empalme durante el procesamiento de 
RNA y no está incluido en los mRNA, rRNA o tRNA funcionales y 
maduros. 


IP, Véase Inositol 1,4,5-trifosfato 
Islas CpG Regiones en el DNA de los vertebrados de 100 a =1 000 
pb que tienen una frecuencia inusualmente elevada de la secuencia CG. 


Muchas islas CpG funcionan como promotores para el comienzo de la 
transcripción, en general en ambas direcciones. 


GLOSARIO G-17 


Isoforma Una de las varias formas de la misma proteína cuyas secuen- 
cias de aminoácidos difieren ligeramente y cuyas actividades generales son 
similares, Las isoformas pueden ser codificadas por genes diferentes o por 
un único gen cuyo transcrito primario sufre corte y empalme alternativo. 
Isotónico Referido a una solución cuya concentración de solutos es 
tal que no causa movimiento neto del agua hacia fuera o dentro de las 
células. 


K, Parámetro que describe la afinidad de una enzima por su sustrato 
y es igual a la concentración de sustrato que produce la velocidad de 
reacción que es la mitad de la máxima; también llamada constante de 
Maichaelis. Un parámetro similar que describe la afinidad de una pro- 
teína de transporte por la molécula transportada o la afinidad de un 
receptor por su ligando. (Fig. 3-22) 


Lámina basal  Retículo laminar delgado de componentes de la matriz 
extracelular que subyace en la mayoría de los epitelios animales y en 
otros grupos organizados de células (p. ej., músculo), separándolos del 
tejido conectivo y de otras células. (Figs. 20-21 y 20-22) 

Lámina nuclear Retículo fibroso sobre la superficie interna de la en- 
voltura nuclear compuesta por filamentos intermedios de lamina. (Fig. 
19-22) 


Laminas Grupo de proteínas de filamentos intermedios que for- 
man una red fibrosa, la lámina nuclear, en la superficie interna de la 
envoltura nuclear. 


Laminina Proteína multiadherente de la matriz, grande y heterodi- 
mérica, que se encuentra en toda la lámina basal. (Fig. 20-23) 


Lateral Véase Basolateral 


Lectina Cualquier proteína que se une fuertemente a azúcares es- 
pecíficos. Las lectinas asisten en el plegamiento adecuado de algunas 
glucoproteínas en el retículo endoplasmático y pueden usarse en cro- 
matografía de afinidad para purificar glucoproteínas o como reactivos 
que los detectan in situ. 


Ligamiento En genética, tendencia de dos locus diferentes del mis- 
mo cromosoma a ser heredados juntos. Cuanto más cerca están los dos 
locus, menor es la frecuencia de recombinación entre ellos y mayor es 
el ligamiento. 


Ligando Cualquier molécula, diferente del sustrato de una enzima, 
que se une fuerte y específicamente a una macromolécula, en general 
una proteína, formando un complejo ligando macromolécula. 


Línea celular Población de células cultivadas, de origen animal o ve- 
getal, que han sufrido un cambio genético que les permite crecer inde- 
finidamente. (Fig. 9-1b) 


Linfocito Dos clases de glóbulos blancos que pueden reconocer mo- 
léculas extrañas (antígenos) y median la respuesta inmunitaria. Los 
linfocitos B (células B) son responsables de la producción de anticuer- 
pos; los linfocitos T (células T) son responsables de destruir las células 
infectadas por bacterias y virus, células extrañas y células cancerosas. 


G-18 GLOSARIO 


Linfocito B Véase Célula B 


- DOC ble o virtual 
at > Es poco solu ual- 
ánica que 
cula Org 
¿ soluble REE 
es ácidos grasos, fosfolípidos, este- 


Cualquier molé en solventes orgánicos no po- 
pero 


s incluyen 


Lípido 
mente insoluble en agua 
lares. Las principales clase 
roides y triglicéridos. | 
i lejo de lípidos y proteinas soluble en 
dpi e masas de lípidos en todo el cuer- 


ferencia d ' 
a aos de baja densidad (LDL). 


Lipoproteína 
agua que actúa en ] 
po. Véase también Lipopr | 
(LDL) Clase de hipoproteína que 
ue es un transportador primario de 
l entre los tejidos, en espe- 


e baja densidad 
B-100, q 
s de colestero 


Lipoproteína d 
contiene apolipoproteína 
colesterol en la forma de éstere 
cial hacia el hígado. (Fig- 14-27) 

pídica esférica artificial con 


; fosfoli 
Estructura de bicapa 10 artir de fosfolípidos y puede 


a in vitro ap 
na. (Fig. 10-3c) 


Liposoma 
un interior acuoso que se form 


contener proteínas de membra 
ó embrana plasmá- 

Lisis Destrucción de una célula por rotura de la m p 

tica y liberación de los contenidos. 


Fenómeno en el cual el DNA de un virus bacteriano (bac- 
rado en el genoma de la célula huésped y replicado 
pero no es expresado. La activación pos- 
de nuevas partículas virales, que final- 


Lisogenia 
teriófago) es ¡Incorpo 
junto con el DNA bacteriano, 
terior conduce a la formación 
mente produce la lisis de la célula. 


Lisosoma Orgánulo pequeño que tiene un pH interno de 4-5, que 
contiene las enzimas hidrolíticas, y funciona en la degradación de ma- 
teriales internalizados por endocitosis y de los componentes celulares 


en autofagia. (Figs. 9-12 y 9-32) 


Macrófagos Leucocitos fagocíticos que pueden detectar una amplia 
gama de marcadores patógenos a través de receptores similares a los 
Toll. Funcionan como células presentadoras de antígenos profesiona- 
les y son una fuente importante de citocinas 

Macromolécula Cualquier molécula grande, por lo general polimé- 
rica (p. ej., apoproteína, ácido nucleico, polisacárido), con una masa 
molecular mayor a unos pocos miles de Dalton. 


Maligno — Referente a un tumor o células tumorales que pueden invadir el 
tejido normal de alrededor y/o sufrir metástasis. Véase también Benigno. 


Mano EF Tipo de motivo estructural hélice-bucle-hélice que se pro- 


duce en la mayoría de las proteínas de unión a Ca** como la calmodu- 
lina. (Fig. 3-9b) 


MAP cinasa Cualquiera de una familia de proteincinasas que se acti- 


van en respuesta a la estimulación celular por muchos factores de cre- 
cimiento diferentes y que median la respuesta celular mediante fosfori- 
lación de factores de transcripción es 


: ecíficos ; pd 
(Figs. 16-21 y 16-22) p y Otras proteínas diana 


Marcadores moleculares basados en el DNA Secuencias de DNA 


ue varía indivi l 
q n entre individuos de la misma especie (polimorfismos del 


DNA) y son útiles en los estudios de ligamiento genético; incluye a 
los SNP y SSR. 


Marco abierto de lectura (ORK, open reading frame) Región del 
DNA secuenciado que no está interrumpido por codones de termina- 
ción en uno de los marcos de lectura de tripletes. Un ORF que comien- 


za con un codón de iniciación y se extiende por al menos 100 codones 
tiene una alta probabilidad de codificar una proteína. 


Marco de lectura Secuencia de tripletes nucleótidos (codones) que 


comienza en un codón de iniciación de la traducción específico en un 
mRNA y llega hasta un codón de terminación. Algunos mRNA pueden 


traducirse en diferentes polipéptidos leyendo de dos marcos de lectura 
diferentes (Fig. 4-18) 


Masa de célulasinternas Parte de un embrión temprano que forma- 


rá el embrión propiamente dicho pero no los tejidos extraembriona- 
rios, incluida la placenta. 


Material pericentriolar Material amorfo visto con la microscopia 


electrónica de secciones finas que rodea los centríolos de las células 
animales. El material pericentriolar contiene muchos componentes, 
incluido el complejo en anillo de gamma-tubulina, que estimula la nu- 
cleación del ensamblaje de microtúbulos. (Fig. 18-6) 


Matriz extracelular (MEC) Malla compleja con interdigitaciones de 
proteínas y polisacáridos secretados por las células al espacio que existe 
entre ellas. Proporciona un soporte estructural en tejidos y puede afec- 
tar las funciones bioquímicas y evolutivas de las células (Cuadro 20-1) 


Mecanismo de retroalimentación negativa Proceso donde el pro- 
ducto final de una vía inhibe su propia producción. 


Mecanismo de retroalimentación positiva Procesos donde el pro- 
ducto de una vía promueve su propia producción. 

Mecanorreceptor Cualquiera de los diversos tipos de estructuras 
sensoriales que están incluidas en diversos tejidos y responden al tacto, 
la posición y los movimientos de las extremidades y la cabeza, el dolor 
y la temperatura. 


Mediador Complejo multiproteico muy grande que forma un puen- 
te molecular entre los activadores transcripcionales unidos a un poten- 
ciador (enhancer) y a la RNA polimerasa II unida a un promotor; fun- 
ciona como coactivador en la estimulación de la transcripción. (Figs. 
7-38 y 7-39) 

Meiosis En los eucariontes, tipo especial de división celular que se 
produce durante la maduración de las células germinales; incluye dos 
divisiones celulares y nucleares sucesivas con solo un ciclo de replica- 
ción del DNA. Termina en la producción de cuatro células haploides no 
equivalentes genéticamente (gametos) a partir de una célula diploide 
inicial. (Fig. 5-3) 
Membrana plasmática Membrana que rodea una célula, que separa 
la célula de su ambiente externo; consiste en una bicapa de fosfolípi- 


dos, y los lípidos y las proteínas de membrana asociados. (Figs. 9-32, 
10-1 y 10-5) 


Memoria Capacidad de un sistema inmunitario que y 


a conoce un 
antígeno para responder más rápidamente a la siguiente exposición 


mismo estímulo antigénico. 


al 


Meristemo Grupo organizado de células indiferenciadas en división 
que son mantenidas en los brotes y raíces en las plantas. Todas las es- 
tructuras adultas surgen a partir de meristemos. 

Mesénquima — Tejido conectivo embrionario inmaduro, compuesto 
por células organizadas y adheridas en forma poco compacta, derivado 


del ectodermo o del mesodermo en los animales. 


Mesodermo Capa del medio de las tres primarias del embrión ani- 
mal, yace entre el ectodermo y el endodermo; da origen a la notocorda, 
el tejido conectivo, el músculo, la sangre y otros tejidos. 


Metafase Estadio de la mitosis en el cual los cromosomas alineados 
están equidistantes entre los polos y el huso mitótico pero todavía no 
han comenzado a segregarse hacia los polos del huso. (Fig. 18-36) 


Metaloproteasas de la matriz (MMP) Las metaloproteasas de la ma- 
triz son enzimas proteolíticas que emplean el cinc metálico en sus sitios 
activos. Funcionan en el espacio extracelular, donde escinden proteínas 


en la matriz extracelular y a veces otras proteínas (p. ej., algunos recep- 
tores de superficie). 


Metástasis Diseminación de las células cancerosas desde el sitio del 
origen y su establecimiento en otras áreas de crecimiento secundario. 


Metazoos Subgrupo del reino animal que incluye todos los animales 


multicelulares con tejidos diferenciados, como nervios y músculos. 


MHC (Major histocompatibility complex) Véase Complejo mayor 
de histocompatibilidad 
Micela Agregado esférico soluble en agua de fosfolípidos u otras mo- 


léculas anfipáticas que se forman espontáneamente en una solución 
acuosa. (Fig. 10-3c) 


Microfilamento — Fibra del citoesqueleto (=7 nm de diámetro) forma- 
da por la polimerización de actina globular (G) monomérica; también 
llamada filamento de actina. Los microfilamentos cumplen un papel 
importante en la contracción muscular, las citocinesis, el movimiento 
celular, y otras funciones y estructuras celulares. (Fig. 17-4) 


Micromatrices (microarray) de DNA Conjunto ordenado de miles 
de secuencias nucleotídicas diferentes dispuestas sobre un portaobjeto 
u otra superficie sólida; se puede usar para determinar los patrones de 
expresión génica en diferentes tipos celulares o en un tipo celular par- 


ticular en diferentes etapas de desarrollo o bajo condiciones diferentes. 
(Figs. 5-29 y 5-30) 


Microorganismo modelo Especie no humana usada para estudiar 
genes, proteínas y funciones celulares. Los organismos modelo se eligen 
en base a las expectativas de que los descubrimientos logrados en ellos 
proporcionarán información sobre otros organismos. 


Micro-RNA Véase miRNA 


GLOSARIO G-19 


Microtúbulo Fibra del citoesqueleto (=25 nm en diámetro) formada 


a la polimerización de monómeros de 0,B-tubulina y tiene polari- 
ad estructural y funcional. Los microtúbulos son componentes im- 


portantes de los cilios, los flagelos, el huso mitótico, y Otras estructuras 
celulares. (Figs. 18-2 y 18-3) 


Microvellosidades Prolongaciones pequeñas cubiertas por membra- 
na sobre la superficie de una célula animal que contienen un centro de 
filamentos de actina. Sobre la superficie absorbente de las células epitelia- 
les intestinales pueden encontrarse muchas microvellosidades, las cuales 
aumentan el área para el transporte de los nutrientes. (Figs. 17-4 y 20-10) 


Miofibrilla Estructuras largas y delgadas dentro del citoplasma de 
las células musculares que consisten en un arreglo de repetición regular 


de sarcómeros compuesto de filamentos (miosina) gruesos y filamen- 
tos (actina) finos. (Fig. 17-31) 

Miosinas Clase de proteínas motoras que tiene actividad ATPasa 
estimulada por actina. Las miosinas se mueven a lo largo de los micro- 
filamentos de actina durante la contracción muscular y la citocinesis y 
también median la translocación de vesículas. (Fig. 17-22) 


miRNA (micro-RNA) Cualquiera de los pequeños RNA celulares 
endógenos, de 20-30 nucleótidos de largo, que son procesados a partir 
de regiones de doble hebra de las estructuras secundarias en horqui- 
lla en los largos precursores de RNA. Una hebra simple del miRNA 
maduro se asocia con varias proteínas para formar un complejo de si- 
lenciamiento inducido por RNA (RISC, RNA-induced silencing com- 
plex) que inhibe la traducción de un mRNA diana al cual se hibrida de 
manera imperfecta el miRNA. Varios miRNA deben hibridarse a un 
mRNA simple para inhibir su traducción. Véase también siRNA. (Figs. 
8-25a y 8-26) 
Mitocondria Orgánulo grande rodeado por dos membranas de bi- 
capas fosfolipídicas que contiene DNA y lleva a cabo la fosforilación 
oxidativa, con lo cual produce la mayor parte del ATP en las células 
eucariontes. (Figs. 9-33c y 12-6) 

Mitógeno Cualquier molécula extracelular, como un factor de creci- 
miento, que estimula la proliferación celular. 


Mitosis En las células eucariontes, proceso por el cual el núcleo se 
divide produciendo dos núcleos hijos genéticamente equivalentes con 
número diploide de cromosomas. Véase también Citocinesis y Meio- 
sis. (Fig. 18-36) 


Molécula de adhesión celular (CAM, cell-adhesion molecule) 
Proteínas de la membrana plasmática de las células que se unen a pro- 
teínas similares de otras células, mediando de esta forma la adhesión 
intercelular. Las cuatro clases principales de CAM son las caderinas, las 
IgCAM, las integrinas y las selectinas. (Figs. 20-1 y 20-2) 


Molécula del MHC — Glucoproteínas que exhiben péptidos, derivadas 
de proteínas extrañas (y propias), sobre la superficie de las células y 
que son necesarias para la presentación del antígeno a las células T. Las 
moléculas de Clase I se expresan de manera constitutiva en casi todas 
las células nucleadas; las moléculas de Clase II, en células profesionales 


presentadoras de antígenos. (Figs. 23-21 y 23-22) 


G-20 GLOSARIO 


- Pr ualquier molécula intra o ex. 
Molécula señal Término general para cualq a 


tracelular involucrada en la mediación de la respuesta de una célula a 


su ambiente externo o hacia otras células. 


Momento dipolar Medida cuantitativa de la extensión de la separa- 
ción de la carga, o fuerza, de un dipolo, que para un enlace qumico:és 


el producto de la carga parcial en cada átomo y la distancia entre los 


dos átomos. 


Monómero Cualquier molécula pequeña que puede unirse química- 
mente con otras del mismo tipo para formar un polímero. Los ejem- 
plos incluyen aminoácidos, nucleótidos y monosacáridos. 


Monosacárido Cualquier azúcar simple con la fórmula (CH,O), 
donde n= 3-7. 
Monoubicuitinación Adición covalente de una sola molécula de 


ubicuitina a una proteína diana. 


Motivo estructural Combinación particular de dos o más estructu- 
ras secundarias que forman una estructura tridimensional distintiva 
que aparece en múltiples proteínas y que a menudo, pero no siempre, 
está asociada con una función específica. 


mRNA (RNA mensajero) Cualquier RNA que especifica el orden 
de los aminoácidos en una proteína (p. ej., la estructura primaria). Se 
produce por transcripción del DNA mediante la RNA polimerasa. En 
los eucariontes, el producto inicial de RNA (Transcrito primario) sufre 


un procesamiento para producir un mRNA funcional. Véase también 
Traducción. (Fig. 4-15) 


MTOC (centro organizador de microtúbulo) Término general para 


cualquier estructura (p. ej., centrosoma, polo del huso, cuerpo basal) 
que organiza los microtúbulos en las células. (Fig. 18-5) 


Muerte celular programada Véase Apoptosis 
Multimérica Referido a proteínas 


Ln que contiene varias cadenas poli- 
peptídicas (o subunidades). 


Multiubicuitinación 


e Adición covalente de varias moléculas indivi- 
duales de ubicuitina, ca 


da una en un sitio distinto, de una proteína diana. 


MuSK Receptor de tirosincinasa loc 
mática del miotubo que induce el a 
tilcolina y sirve para atraer el extr 
motoras en crecimiento. 


alizado en la membrana plas- 
grupamiento de receptores de ace- 
emo de los axones de las neuronas 


Mutación En genética, cambio hered 


able y permanente en la secuen- 
por lo general en un gen en par- 


ment 2d 
€ causa una alteración en la función del producto 


Mutación sensible a temperatura (ts) Mutación que produce un fe- 
notipo del tipo silvestre a una temperatura (la temperatur 


Ñ a permisiva) 
pero un fenotipo mutante a otra temperatura ( 


la temperatura no per- 
misiva). Este tipo de mutación es especialmente útil en la identificación 
de genes esenciales para la vida. (Fig. 5-6) 


Mutágeno Agente químico o físico que induce mutaciones. 


NAD* (nicotinamida adenina dinucleótido)  Molécula orgánica pe- 
queña que funciona como transportador de electrones al aceptar dos 
electrones de una molécula donante y un H* de la solución. (Fig. 2-33a) 


NADP* (nicotinamida adenina dinucleótido fosfato) Forma fosfo- 
rilada del NAD* usada extensamente como transportador de electrones 
en las vías biosintéticas y durante la fotosíntesis. 


Necrosis Muerte celular que resulta del daño tisular u otra patología; 
en general está marcada por hinchazón y rotura de las células con libe- 
ración de sus contenidos. Contrastar con la apoptosis. 


Neurofilamentos Grupo de proteínas de filamentos intermedios 


que se encuentran solo en las neuronas, que contribuyen a la estructu- 


ra axonal y la velocidad de transmisión de los potenciales de acción por 
los axones. (Fig. 18-2b) 


Neurona (célula nerviosa) Cualquiera de las células conductoras de 
impulsos del sistema nervioso. Una neurona típica contiene un cuerpo 
celular, múltiples prolongaciones ramificadas cortas (dendritas), y una 
prolongación larga (axón). (Fig. 22-1) 

Neurona aferente Neuronas que transmiten señales desde los tejidos 
periféricos hacia el sistema nervioso central. 

Neurona eferente Neuronas que transmiten señales del sistema ner- 
vioso central hacia los tejidos periféricos, como las células musculares 
y endocrinas. 
Neurotransmisor Molécula de señal extracelular que es liberada por 
la neurona presináptica en una sinapsis química y transmite la señal 
hacia la célula postsináptica. La respuesta provocada por un neuro- 
transmisor, ya sea de excitación como de inhibición, está determinada 
por su receptor en la célula postsináptica. (Figs. 22-18 y 22-19) 
Neurotrofina Familia de factores tróficos estructural y funcional- 
mente relacionados que se unen a receptores llamados Trks y son ne- 
cesarios para la supervivencia de las neuronas; incluyen el factor de 
crecimiento nervioso (NGE) y el factor neurotrofico derivado del ce- 


rebro (BDNF). 


Neutrófilo  Leucocito fagocítico que es atraído a sitios de daño tisular 
y migra hacia el interior del tejido. Una vez activados, los neutrófilos se- 
cretan varias citocinas, quimiocinas, enzimas destructoras de bacterias 
(p. ej., lisozima) y otros productos que contribuyen a la inflamación y 
ayudan a limpiar los patógenos invasores. 


Nicho de célula madre 
y hormonas que rodean a una célula madre y que mantiene las propie- 
dades de la célula madre. 


Conjunto de células, matrices extracelulares 


BN 


Nicotinamida adenina dinucleótido Véase NAD* 


Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato Véase NADP* 

No polar Referente a una molécula o estructura que no tiene carga 
eléctrica neta o distribución asimétrica de cargas positivas y negativas. 
Las moléculas no polares suelen ser menos solubles en agua que las 
moléculas polares y con frecuencia son insolubles en agua. 
Nociceptor  Mecanorreceptor que responde al dolor asociado con 


una lesión a los tejidos corporales causada por un traumatismo, calor, 
electricidad o químicos tóxicos. 


Noqueo de genes (knockout) Véase Inactivación de genes 
Northern blot (transferencia Northern) Técnica para detectar RNA 


específicos separados por electroforesis mediante hibridación con una 
sonda de DNA marcada. Véase también Southern blot. (Fig. 5-27) 


Núcleo  Orgánulo grande rodeado por una membrana en las células 
eucariontes, que contiene DNA organizado en cromosomas; la síntesis 


y el procesamiento de RNA y el ensamblado de los ribosomas se pro- 
ducen en el núcleo 


Nucleocápside 
tro. 


Cápside viral más el ácido nucleico contenido den- 


Nucléolo Estructura grande en el núcleo de eucariontes donde ocu- 


rre la síntesis y el procesamiento del rRNA y se ensamblan las unidades 
ribosómicas. (Fig. 6-33a) 


Nucleoporinas FG Proteínas halladas sobre la superficie interna del 
complejo del poro nuclear con un dominio globular que forma parte 
de la estructura del poro y un dominio de enrollamiento aleatorio de 
los aminoácidos hidrófilos marcado por repeticiones cortas ricas en fe- 
nilalanina y glicina. (Fig. 8-20) 

Nucleoporinas Grupo grande de proteínas que forman el com- 
plejo de poro nuclear. Una clase (nucleoporinas FG) participa en la 


incorporación y salida (importación y exportación) del material del 
núcleo. 


Nucleósido  Molécula pequeña compuesta de una purina o una pi- 


rimidina unida a una pentosa (ya sea ribosa o desoxirribosa). (Cua- 
dro 2-3) 


Nucleosoma Unidad estructural de la cromatina que consiste en un 
núcleo con forma de disco de proteínas histónicas alrededor del cual 
se enrolla un segmento de DNA de 147 pb. (Fig. 6-29) 


Nucleótido  Nucleósido con uno o más grupos fosfato unidos me- 
diante un enlace éster a un azúcar, en general al átomo de carbono 5”. 
El DNA y el RNA son polímeros de nucleótidos que contienen desoxi- 
rribosa y ribosa, respectivamente. (Fig. 2-16 y Cuadro 2-3) 
Oligopéptido Polímero lineal de tamaño pequeño a mediano com- 
puesto por aminoácidos conectados por enlaces peptídicos. El término 
péptido y oligopéptido suelen usarse de manera indistinta. 


GLOSARIO G-21 


Oligosacárido N-ligado Cadena ramificada de oligosacáridos unida 
al grupo amino de la cadena lateral de un residuo de asparagina en una 


glucoproteína. Véase también Oligosacárido O-ligado. 


Oligosacárido O-ligado Cadena de oligasacáridos que está unida a 
un grupo hidroxilo de la cadena lateral en un residuo de treonina o 
serina en una glucoproteína. Véase también Oligosacárido N-ligado. 

Oncogén Gen cuyo producto está involucrado tanto en transformar 
células en cultivo como en inducir el cáncer en animales. En general es 
una forma mutante de un gen normal (protooncogén) para una pro- 


teína involucrada en el control del crecimiento o división celular. (Fig. 
24-11) 

Oncoproteína Proteína codificada por un oncogén que induce 
la proliferación celular normal; puede ser una forma mutante des- 
regulada de una proteína normal o una proteína normal que está 


producida en exceso o en el momento o lugar equivocados en un 
organismo. 


Operador Secuencia corta de DNA en un genoma bacteriano o de 
bacteriófago que se une a una proteína represora y controla la trans- 
cripción de un gen adyacente. (Fig. 7-3) 


Operón En el DNA bacteriano, grupo de genes contiguos Transcri- 
tos a partir de un promotor que da origen a un mRNA que contiene 
secuencias codificantes para múltiples proteínas. (Fig. 4-31a) 


Orgánulo Cualquier estructura subcelular limitada por una mem- 
brana hallada en las células eucariontes. (Figs. 1-12b, 9-32 y 9-33) 


Origen de replicación Segmento de DNA único presente en el ge- 
noma de un organismo donde comienza la replicación del DNA. Los 
cromosomas eucariontes contienen múltiples orígenes, mientras que 
los cromosomas bacterianos y los plásmidos por lo general contienen 
uno solo. 


Ósmosis Movimiento neto de agua a través de una membrana semi- 
permeable (permeable al agua pero no a los solutos) desde una solu- 
ción de menor concentración de soluto a una de mayor concentración. 
(Fig. 11-6) 


Oxidación Pérdida de electrones de un átomo o molécula que ocu- 
rre cuando se retira un átomo de hidrógeno desde una molécula o se 
añade oxígeno; opuesto a la reducción. 


Oxidación aerobia Metabolismo de los azúcares y los ácidos grasos 
que requiere oxígeno y produce CO, y H,O y permite la síntesis de ATP. 


Par de bases Asociación de dos nucleótidos complementarios 
en una molécula de DNA o RNA estabilizada por enlaces de hidrógeno 
entre las bases. La adenina se aparea con timina o uracilo (A+ T, A + U) 
y la guanina con citosina (G+ C), (Fig. 4-3b) 

Paracrino Referente al mecanismo de señalización en el cual 
una célula diana responde a una molécula señal (p. ej., factor de cre- 
cimiento, neurotransmisor) que es producida por una célula cercana y 
alcanza su objetivo por difusión. 


G-22 GLOSARIO 


Matriz extracelular rígida especializada ubicada a con- 
lasmática, que protege a la célula y man- 
la mayoría de los hongos, las plantas y 
la mayoría de los animales 


Pared celular 
tinuación de la membrana P 
tiene su forma; se destaca en 
los procariontes pero NO se encuentra en 


multicelulares. (Fig. 20-40) 


Partícula de reconocimiento de señal (Sh signal-recog o rticle) 
Partícula de ribonucleoproteína citosólica que se a a la có 
señal del RE en una proteína secretora naciente y pao complejo ribo- 
soma/hebra naciente hacia la membrana del RE, donde se ra la 
síntesis de la proteína y la translocación dentro del RE. (Fig. 13-5) 


PCR (reacción en cadena de la polimerasa) Técnica ee e 
car un segmento de DNA específico en Una mezcla E Da lante 
múltiples ciclos de síntesis de DNA a partir de oligonucleótidos ceba- 
dores cortos seguida por un breve tratamiento con calor para separar 


las hebras complementarias. (Fig. 5-20) 


Pentosa  Monosacárido de cinco carbonos. Las pentosas ribosa y des- 
oxirribosa están presentes en el RNA y DNA, respectivamente. (Fig. 2-16) 


Péptido Polímero lineal pequeño compuesto por aminoácidos co- 
nectados por enlaces peptídicos. Los términos péptido y oligopéptido 
suelen usarse de manera indistinta. Véase también Polipéptido. 


Peptidoglucano Cadena de polisacáridos entrelazados por péptidos 
en una pared celular bacteriana que confiere rigidez y contribuye a de- 
terminar la forma de la célula. 

Perlecán  Proteoglucano multidominio grande, componente de la 
matriz extracelular (ECM) que se une a muchos componentes, molé- 
culas de superficie y factores de crecimiento; un componente principal 
de la lámina basal. 


Peroxisoma  Orgánulo pequeño que contiene enzimas para la degra- 


dación de ácidos grasos y aminoácidos mediante reacciones que gene- 


ran peróxido de hidrógeno, que es convertido en agua y oxígeno por 
la catalasa. 


pH Medida de la acidez o la alcalinidad de una solución definida 
como el logaritmo negativo de la concentración d 
moles por litro: pH =-—log [H* 
de 7; los valores por debajo d 
son alcalinos. 


e hidrogeniones en 
]. La neutralidad es equivalente a un pH 
€ éste son ácidos y aquellos por encima 


pl Véase Punto isoeléctrico 


Pirimidina 

lo reci den ES CO TApUEStos nitrogenados que contienen un ani- 

ON en 208 pirimidinas, citosina (C) y tiamina (T), son los 

pe ce E Ro de los nucleótidos en el DNA; en el RNA, el uracilo 
plaza a la timina. Véase también Pares de bases. (Fig. 2-17) 
Plaquinas Familia d : 

€ proteínas que ayud 

] i ana S tos 
intermedios a otras estructuras. Y adherir los filamen 


en una célula; s se como 
un vector en la clonación de DNA ula; suele usarse € 


Plasmodesmo Uniones celulares en forma de tubos que interconec- 
tan los citoplasmas de las células vegetales adyacentes y son funcional- 
mente análogos a las uniones de hendidura de las células animales. 
(Fig. 20-41) 


Plegamiento de inmunoglobulinas Motivo estructural evolutiva- 
mente ancestral que se encuentra en los anticuerpos, los receptores de 
células T y muchas otras proteínas eucariontes no involucradas direc- 


tamente en el reconocimiento antígeno-específico; también llamado 
dominio lg. (Fig. 23-12b) 


Polar Referido a una molécula o estructura con una carga eléctrica 
neta o distribución asimétrica de cargas positivas y negativas. Las mo- 
léculas polares suelen ser solubles en agua. 


Polaridad En biología celular, presencia de diferencias estructurales 
o funcionales en regiones distintas de una célula o componente celular. 


Polaridad celular Capacidad de las células para organizar su estruc- 
tura interna, que determina cambios en la forma celular y produce re- 
giones de la membrana plasmática con composiciones de proteínas y 
lípidos diferentes. 


Polarizado En biología celular, referido a cualquier célula o estruc- 


tura subcelular marcada por asimetrías estructurales y funcionales. 


Poliinsaturado Referido a un compuesto (p. ej., ácido graso) en el 
cual dos o más de los enlaces carbono-carbono son dobles o triples. 


Polímero Cualquier molécula grande compuesta por múltiples uni- 
dades idénticas o similares (monómeros) unidas por enlaces covalen- 
tes. (Fig. 2-13) 


Polipéptido Polímero lineal de aminoácidos conectados por enlaces 
peptídicos, en general con 20 o más residuos. Véase también Proteína. 


Polirribosoma Complejo que contiene varios ribosomas, todos los 
cuales traducen un único RNA mensajero; también llamado polisoma. 
(Fig. 4-28) 

Polisacárido Polímero lineal o ramificado de monosacáridos unidos 
por enlaces glucosídicos y que en general contienen más de 15 residuos. 
Aquellos con menos de 15 residuos a menudo se llaman oligosacáridos. 


Poliubicuitinación Adición covalente de una cadena de moléculas de 
ubicuitina unidas covalentemente a un sitio sobre una proteína diana. 


Porina Clase de proteínas transmembrana triméricas a través de las 
cuales pueden cruzar la membrana moléculas hidrosolubles pequeñas; 
presentes en las membranas externas de las mitocondrias y los cloroplas- 
tos, y en la membrana externa de las bacterias gramnegativas. (Fig. 10-18) 
Potenciador (Intensificador) Secuencia reguladora en el DNA eu- 
carionte que puede estar localizado a una gran distancia del gen que 
controla o incluso dentro de la secuencia que codifica. La unión de pro- 
teínas específicas a un potenciador (intensificador) modula la tasa de 
transcripción del gen asociado. (Fig. 7-22) 


Potencial de acción Actividad clóctrica rápida, transitoria y que si- 
gue la ley de todo o nada y que se propaga por la membrana plasmática 
de células excitables (p. ej. Neuronas y células musculares) como resul- 
tado de la apertura y el cierre selectivo de canales de Na' y K* regulados 


por voltaje. (Figs. 22-2 y 22-9) 


Potencial eléctrico Energía asociada con la separación de las cargas 
positivas y negativas. A través de la membrana plasmática de casi todas 


las células se encuentra un potencial eléctrico. 


Potencial de membrana Diferencia de potencial eléctrico, expresada 
en voltios, a través de una membrana debido al leve exceso de iones po- 
sitivos (cationes) en un lado y de iones negativos en el otro (aniones). 
(Figs. 11-18 y 11-19) 


Potencial de oxidación Cambio de voltaje cuando un átomo o una 
molécula pierden un electrón; una medida de la tendencia de una mo- 
lécula a perder un electrón. Para una reacción de oxidación dada, el 
potencial de oxidación tiene la misma magnitud pero signo opuesto 
que el potencial de reducción para la reacción inversa (reducción). 


Potencial de reducción (E) Cambio de voltaje que se produce cuan- 
do un átomo o una molécula ganan un electrón; es una medida de la 
tendencia de una molécula a ganar un electrón. Para una reacción de 
reducción dada, E tiene la misma magnitud pero el signo opuesto del 
potencial de oxidación para la reacción inversa (oxidación). 


Potenciosoma (Intensificosoma) Gran complejo nucleoproteico 


que se ensambla a partir de factores de transcripción (activadores y 
represores) a medida que se unen de forma cooperativa a sus sitios de 
unión en un potenciador (intensificador) con la asistencia de proteí- 
nas que curvan el DNA. (Fig. 7-33) 


Pre-mRNA — Precursor del RNA mensajero; es el transcrito primario 
y sufre el procesamiento del RNA. (Figs. 4-15 y 8-2) 


Pre-rRNA  Precursor grande del RNA ribosómico, sintetizado en el 
nucléolo de las células eucariontes y procesado para generar tres de los 
cuatro RNA presentes en los ribosomas. (Figs. 8-37 y 8-38) 


Primasa RNA polimerasa especializada que sintetiza tramos cortos 
de RNA usados como cebadores para la síntesis de DNA. (Fig. 4-31). 


Procariontes Clase de microorganismo, que incluye a las bacterias 
(eubacterias) y archaeas, que carecen de un verdadero núcleo limitado 
por membrana y otros orgánulos. Véase también Eucariontes. (Fig. 1-1) 


Profase Primer estadio en la mitosis, durante el cual los cromosomas 
se condensan, los cromosomas duplicados se separan para alcanzar los 
polos del huso, y comienzan a formarse los husos mitóticos. (Fig. 18-36) 


Prometafase Segunda etapa en la mitosis, durante la cual la envol- 
tura nuclear y la lámina nuclear se degradan y los microtúbulos se en- 
samblan desde los polos del huso “capturando” pares de cromosomas 
en estructuras especializadas llamadas cinetocoros. (Fig. 18-36) 


Promotor Secuencia de DNA que determina el sitio de inicio de la 
transcripción para una RNA polimerasa. (Fig. 4-1] ) 


GLOSARIO G-23 


Proteasa Cualquier enzima que corta uno o más enlaces peptídicos 
en proteínas diana. 


Proteína  Macromolécula compuesta de una o más cadenas polipep- 
tídicas lineales plegadas en una forma tridimensional característica 
(conformación) en su estado nativo, biológicamente activa. 


Proteína adaptadora Las proteínas adaptadores unen físicamente 
Una proteína con otra uniéndose a ambas. Las adaptadoras conectan 
directa o indirectamente (mediante adaptadores adicionales) las molé- 
culas de adhesión molecular o receptores de adhesión a elementos del 
citoesqueleto o a proteínas de señalización intracelular. 


Proteína de adhesión celular Véase Molécula de adhesión celular (CAM) 


Proteína asociada con microtúbulo (MAP) Cualquier proteína que 
se une a los microtúbulos y regula sus estabilidades. (Figs. 18-13, 18-14, 
y 18-15) 

Proteínas citoesqueléticas Véase Citoesqueleto 

Proteína G monomérica (pequeña) GTPasa monomérica con una 


estructura similar a la de las proteínas Ras que cambia de conforma- 
ción cuando un GTP unido es hidrolizado a GDP y fosfato. (Fig. 15-7) 


Proteína G trimérica grande  GTPasa reguladora asociada a la mem- 
brana formada por una subunidad 0, una $ y una y. Cuando la subu- 
nidad Q. está unidad al GTP, las subunidades $ y y se disocian como un 
heterodímero. La subunidad a libre y el heterodímero B-y libre pueden 
interactuar con otras proteínas y transducir una señal a través de la mem- 
brana. Cuando la subunidad QU: hidroliza el GTP a GDP y fosfato, la GDP 
se asocia con el heterodimero fB-y, terminando la señalización. (Fig. 15- 


17) 


Proteína GLUT Familia de proteínas transmembrana, que contienen 
12 hélices QU: que atraviesan la membrana y transportan glucosa (y al- 
gunos otros azúcares) a través de la membrana celular en contra de su 


gradiente de concentración. (Fig. 11-5) 


Proteína integral de membrana Cualquier proteína que contiene 
uno o más segmentos hidrófobos incluidos en el núcleo de la bicapa 
fosfolipídica; también llamadas proteínas transmembrana. (Fig. 13-10) 


Proteína de membrana anclada por lípido Cualquier proteína an- 
clada a una membrana celular por uno o más grupos de lípidos unidos 
covalentemente, que están incluidos en la bicapa lipídica. (Fig. 10-19) 


Proteína multiadherente de la matriz Grupo de proteínas flexibles 
largas que se unen a otros componentes de la matriz extracelular y a 
receptores de la superficie celular, interconectando de esta forma los 
componentes de la matriz a la membrana de la célula. Los ejemplos 
incluyen la laminina, un componente principal de la lámina basal, y la 
fibronectina, presente en muchos tejidos. 


Proteína motora Cualquier miembro de una clase especial de enzi- 
mas mecanoquímicas que usan la energía de la hidrólisis de ATP para 
generar movimiento, ya sea lineal o rotatorio; también llamada motor 
molecular. Véase también Dineínas, Cinecinas y Miosinas. 


G-24 GLOSARIO 


supresor de tumores que cumple 


+ un gen 
Pao e las células con DNA dañado. Las 


Í 3 
Proteína p5 aciónd 


una función crítica en la dete 
Ñ j ' 0 
mutaciones inactivantes del ge! 


humanos. (Fig. 24-26) 


p53 se encuentran en muchos cánceres 


de membrana Cualquier proteína que se asocia 
ica de m . 
ica smática de una membrana pero no pe- 


e la bicapa fosfolipídica. Véase también 


Proteína perifér 
con la cara citosólica O exopla 
netra en el centro hidrófobo d 1 
Proteína integral de membrana. (Fig. 


o de la superfamilia de las 
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ro monomérl 
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Í ¡ toras que está u 
GTPasa de proteínas interrup A ol 
plasmática por un anclaje lipídico y actúa en las de a ción 
intracelular; es activada por la unión del ligando al rec a rosin. 
unos otros receptores de superficie celular. (Figs. 16-17 y 


Proteína Ras 


cinasa y alg 
16-19) 


Inhibidor de la familia del factor de transcripción E2F y 


Proteína Rb ; 
gulador clave de la entrada del ciclo celular. 


por lo tanto re 


Proteína SMC Proteínas cromosómicas de mantenimiento estructu- 


ral; una familia pequeña de proteínas no histónicas de la cromatina que 


son cruciales para el mantenimiento de la estructura morfológica de los 
cromosomas y su segregación adecuada durante la mitosis. Miembros 
de sus familias son las condensinas, que contribuyen a la compactación 
cromosómica durante la mitosis, y las cohesinas, que unen cromátidas 
hermanas hasta su separación en la anafase. Las proteínas SMC fun- 
cionan en la segregación adecuada de cromosomas bacterianos a las 


células hijas. (Figs. 6-36 y 19-27) 


Proteína de transporte de membrana Término colectivo para cual- 
quier proteína integral de membrana que media el movimiento de uno 
o más ¡ones específicos o moléculas pequeñas a través de la membrana 
celular independientemente del mecanismo de transporte. (Fig. 11-2) 


Proteína de unión a SER (SREBP) Factores de transcripción depen- 
dientes de colesterol, localizados en la membrana del RE, que se activan 
en respuesta a concentraciones bajas de colesterol celular y por lo tanto 
estimulan la expresión de genes que codifican proteínas involucradas 
en la síntesis e importación del colesterol y también en la síntesis de 
otros lípidos. (Fig. 16-37) 


P rotelicinasa A (PCA) Enzima citosólica que es activada por el 
AMP cíclico (CAMP) y actúa fosforilando y por lo tanto regulando la 


actividad de numerosas proteínas celulares; también denominada pro- 
teincinasa dependiente del cAMP. (Fig. 15-29) 


Proteincinasa B (PCB) 


A Enzima citosólica que es reclutada a la mem- 
brana plasmática por una 


señal inducida por fosfoinosíti j 
A sfoinosítidos y poste 
normente se activa; también llamada Akt. (Fig. 16-26) di 


Proteincinasa G (PCG Proteinci 


en hasa citosóli Pp 
cíclico. sólica activada por el GM 


Proteoglucanos Grupo de glucoproteínas (p. ej., perlecán y agregán) 
que contienen una proteína central a la cual se adhieren una o más 
cadenas de glucosaminogluno (GAG). Se encuentran en casi todas las 
matrices extracelulares animales, y algunas son proteínas integrales de 


membrana. (Fig. 20-31) 


Proteoma Todo el complemento de proteínas producido por una 
célula. 


Proteómica Estudio sistemático de las cantidades, modificaciones, 
interacciones, localizaciones y funciones de todos los subgrupos de 
proteínas en el cuerpo, a niveles subcelular, celular y tisular. 
Proteosoma (o proteasoma) Complejo multifuncional grande de 
proteasas en el citosol que degrada las proteínas intracelulares marca- 
das para la destrucción mediante la adhesión de múltiples moléculas de 
ubicuitina. (Fig. 3-29) 


Protooncogén Gen celular normal que codifica una proteína en ge- 
neral involucrada en la regulación del desarrollo o diferenciación ce- 
lular, y que puede mutar y convertirse en un oncogén que promueve 
un cáncer, ya sea cambiando un segmento de la proteína codificante o 
alterando su expresión. (Fig. 24-11) 


Protostomados (protostomos) Grupo de animales simétricamente 
bilaterales cuya boca se desarrolla cerca del blastoporo y tienen un cor- 
dón nervioso ventral. Este grupo incluye los gusanos, los insectos y los 
moluscos. 


Provirus DNA de un virus animal que está integrado al genoma de 
la célula huésped; durante la replicación de la célula, el DNA proviral es 
replicado y aparece en ambas células hijas. La activación del DNA pro- 
viral conduce a la producción y liberación de la progenie de viriones. 


Pulso y caza Tipo de experimento en el cual una pequeña molécula 
radioactiva se añade a una célula por un período corto (el pulso) y 
luego es reemplazada con un exceso de la forma sin marcar a partir de 
la misma molécula pequeña (la caza). Usada para detectar cambios en 
la localización celular de una molécula o su destino metabólico en el 


tiempo. (Fig. 3-40) 


Punto de control (checkpoint) Cualquiera de los diversos puntos en 
el ciclo celular eucarionte en los que se puede detener la progresión de 
una célula de un estadio al siguiente hasta que las condiciones sean las 


adecuadas. 


Punto isoeléctrico (pI) El pH de una solución al cual se disuelve una 
proteína u otra molécula potencialmente cargada tiene una carga neta 


cero y por lo tanto no se mueve en un campo eléctrico. (Fig. 3-37) 


Purinas Clase de compuestos nitrogenados que contienen dos ani- 
llos heterocíclicos fusionados. Dos purinas, la adenina (A) y la guanina 
(G), son los componentes básicos de los nucleótidos encontrados en el 
DNA y el RNA. Véase también Pares de bases. (Fig. 2-17) 


Queratinas Grupo de proteínas de filamento intermedio que se en- 
cuentran en las células epiteliales y que se ensamblan en filamentos 
heteropoliméricos. (Fig. 18-48) 


Quimiocina Cualquiera de las numerosas proteínas pequeñas secre- 


tadas que funcionan como pistas quimiotácticas para los leucocitos. 


Quimiosmosis Proceso por el cual se utiliza un gradiente electroquí- 
mico de protones (pH más potencial eléctrico) a través de una mem- 
brana para impulsar un proceso que requiere energía como la sínte- 
sis de ATP; también denominado acoplamiento quimiosmótico. Véase 


Fuerza protón-motriz. (Fig. 12-2) 


Quimiotaxis Movimiento de una célula u organismo hacia O lejos de 


ciertos compuestos químicos. 


Radioisótopo Forma inestable de un átomo que emite radiación a 
medida que se desintegra. Varios tipos de radioisótopos se usan expert 
mentalmente como marcadores en moléculas biológicas. (Cuadro 3-1) 


Reacción en cadena de la polimerasa Véase PCR (polymerase chain 


reaction) 


Reacción rédox Reacción de óxido-reducción en la cual uno o más 
electrones son transferidos de un reactivo al otro. 


Receptor acoplado a proteína G (GPCR) Miembro de una clase ex- 
tensa de receptores de señalización presentes en la superficie celular, in- 
cluido aquellos para adrenalina, glucagón y factores de apareamiento de 
levadura. Todos los GPCR contienen siete hélices O: transmembrana. La 
unión del ligando conduce a la activación de una proteína G trimérica e 
inicia las vías de señalización intracelular. (Figs. 15-15 y 15-17) 


Receptor Cualquier proteína que se une específicamente con otra 
molécula para mediar la señalización entre célula y célula, la adhesión, 
la endocitosis u otros procesos celulares. Por lo general es una proteína 
localizada en la membrana plasmática, el citosol o el núcleo que se une 
a una molécula extracelular específica (ligando), que suele inducir un 
cambio conformacional en el receptor, iniciando así una respuesta ce- 
lular. Véase también Receptor de adhesión y Receptor nuclear. (Figs. 
15-1 y 16-1) 


Receptor de adhesión Proteína de la membrana plasmática de las 
células animales que se une a componentes de la matriz extracelular, 
mediando de esta forma la adhesión célula-matriz. Las integrinas son 
los principales receptores de adhesión. (Fig. 20-1, [5)) 


Receptor beta (BP) adrenérgico Siete receptores integrales de la 
membrana acoplados a la proteína G que unen adrenalina y moléculas 
relacionadas, y que conducen a la activación de la adenilciclasa. 


Receptor de células B” Complejo compuesto por una molécula de 
inmunoglobulina unida a la membrana específica de antígeno y las ca- 
denas traductoras de señal Iga e IgB asociadas. (Fig. 23-16) 


Receptor de células T Proteína heterodimérica transmembrana de unión 
a antígeno que contiene regiones variables y constantes, y está asociada al 
complejo CD3 multimérico de transducción de señales. (Fig. 23-27) 


Receptor de citocina Miembro de la principal clase de receptores 


de señalización de la superficie celular, que incluyen aquellos para la 
eritropoyetina, la hormona de crecimiento, las interleucinas y los inter- 
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ferones, La unión del ligando produce la activación de las cinasas KAK 
citosólicas asociadas al receptor, iniciando así las vías de señalización 
intracelular. (Figs. 16-2 y 19-13) 


Receptor nuclear Miembro de una clase de receptores que unen mo- 
léculas liposolubles (p. ej., hormonas esteroides), forman complejos 
ligando-receptor que activan la transcripción; también denominada 
superfamilia de receptores esteroides. (Fig. 7-44d) 


Receptor similar a Toll (TLR) Miembro de una clase de receptor de 
superficie celular e intracelular que reconoce una variedad de produc- 
tos microbianos. La unión del ligando inicia la vía de señalización que 
induce diversas respuestas según del tipo celular. (Fig. 23-33) 


Receptor tirosincinasa (RTK) Miembro de una clase grande de re- 
ceptores de superficie celular, en general con un dominio transmem- 
brana único, incluidos aquellos para la insulina y muchos factores de 
crecimiento. La unión con el ligando estimula la actividad proteincina- 
sa específica de tirosina en el dominio citosólico del receptor, iniciando 
así las vías de señalización intracelular. (Figs. 16-3 y 16-4) 


Recesivo En genética, referido a aquel alelo de un gen que no se ex- 
presa en el fenotipo cuando hay un alelo dominante presente; también 
se refiere al fenotipo de un individuo (homocigoto) que porta dos ale- 
los recesivos. Las mutaciones que producen alelos recesivos suelen dar 
como resultado la pérdida de la función génica. (Fig. 5-2) 


Recombinación Cualquier proceso en el cual los cromosomas o 
moléculas de DNA son escindidas y los fragmentos son unidos para 
dar combinaciones nuevas. La recombinación homóloga se produ- 
ce durante la meiosis, dando lugar al entrecruzamiento (crossing- 
over) de cromosomas homólogos. La recombinación homóloga y 
no homóloga (es decir, entre cromosomas de diferente tipo mor- 
fológico) también se produce durante varios mecanismos de repa- 
ración del DNA y puede inducirse in vitro con DNA purificado y 


enzimas. (Fig. 5-10) 


Recombinación del DNA Proceso por el cual dos moléculas de DNA 
con secuencias similares se cortan y vuelven a unirse para generar dos 
moléculas de DNA recombinantes con secuencias compuestas por por- 


ciones de cada progenitor. (Figs. 4-42 y 4-43) 


Red trans-Golgi Red compleja de membranas y vesículas que sirven 
como punto principal de ramificación en la vía secretora. Las vesículas 
brotan desde el compartimiento del Golgi más distal llevando proteí- 
nas solubles y de membrana hasta la superficie celular o a los lisosomas. 


(Figs. 14-1 y 14-17) 


Reducción Ganancia de electrones por un átomo o molécula como 
sucede cuando un átomo de hidrógeno se añade a una molécula o se 
extrae uno de oxígeno. Lo opuesto a la oxidación. 


Región de control dela transcripción Término colectivo para todas 
las secuencias reguladoras del DNA que controlan la transcripción de 


un gen particular. 


Repeticiones terminales largas (LTR, long terminal repeats)  Se- 
cuencias de repeticiones directas que contienen hasta 600 pares de ba- 
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cromátidas hermanas entrelazad 


Respiración La conversión de energía de los nuteientes en ATP me- 
diante una serie de reacciones catalizadas por proteínas que Implica, 
reacciones de oxidación y reducción asociadas con la membrana ,, lla. 
mada cadena de transporte de electrones, que finalmente se asocian 


con la adición de P, al ADP (fosforilación oxidativa) para formar ATP 


y la transferencia de los electrones al oxígeno u otros aceptores electró- 


nicos inorgánicos. 


Respiración aerobia Véase Oxidación aeróbica 


Respiración anaerobia Respiración en la cual se utilizan molécu- 
las diferentes al oxígeno, como sulfatos o nitratos, como aceptores 


finales de electrones transportados por la cadena de transporte de 


electrones. 


Retículo endoplasmático (RE) Red de estructuras membranosas in- 
terconectadas dentro del citoplasma de las células eucariontes contigua 
a la cubierta nuclear externa. El RE rugoso, que se asocia con los ribo- 
somas, está involucrado en la síntesis y el procesamiento de proteínas 
secretadas y de membrana; el RE liso, que no tiene ribosomas, está in- 
volucrado en la síntesis de lípidos. (Fig. 9-32) 


Retículo sarcoplasmático Red de membranas en el citoplasma de 
una célula muscular que secuestra iones Ca?””; la liberación del Ca” al- 
macenado inducida por la estimulación muscular desencadena la con- 
tracción. (Fig. 17-34) 


Retrotransposón Tipo de elemento transponible del DNA cuyo 
movimiento en el genoma está mediado por un intermediario de RNA 


e implica un paso de transcripción inversa. Véase también Transposón. 
(Fig. 6-8b) 


Retrovirus Tipo de virus eucarionte que contiene un genoma RNA 


que se replica en las células haciendo primero una copia de DNA del 
RNA. Este DNA viral es insertado en el DNA cromosómico celular for- 


mando un provirus, y da lugar a otros RNA genómicos y también a los 
mRNA para proteínas virales. (Fig. 4-49) 


Ribosoma Complejo grande que comprende diversas moléculas de 


rRNA diferentes y hasta 83 proteínas, organizado en una subunidad 


grande y una subunidad pequeña; la maquinaria de traducción (sínte- 
sis proteica). (Figs. 4-22 y 4-23) 


Ribozima  Molécula de RNA con actividad catalítica. Las ribozimas 


actúan en el procesamiento del RNA y la síntesis de proteína. 


Ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa 
tos que cataliza la primera reacción en el ciclo de Calvin, la adición de 


Enzima localizada en los cloroplas- 


CO, a un azúcar de cinco carbonos (ribulosa 1,5 bifosfato) para formar 
dos moléculas de 3-fosfoglicerato; también llamada RuBisCO. (Fig. 12-45) 


RISC Véase Complejo silenciador inducido por RNA 


RNA (ácido ribonucleico) Polímero lineal de hebra simple com- 
puesto por nucleótidos de ribosa. Los mRNA, rRNA y tRNA cumplen 
diferentes funciones en la síntesis de proteínas; una variedad de pe- 
queños RNA cumple cierta función en el control de la estabilidad y la 
traducción de los mRNA y en controlar la estructura y la transcripción 
de la cromatina. (Fig. 4-17) 


RNA mensajero Véase mRNA 


RNA polimerasa Enzima que copia una hebra de DNA (la hebra 
molde) para sintetizar la hebra de RNA complementaria usando como 
sustratos ribonucleósidos trifosfato. (Fig. 4-11) 


RNA ribosómico Véase rRNA 


Rotura de la doble hebra (double strand break) Forma de daño del 
DNA en la que ambos esqueletos de azúcar-fosfato del DNA están cor- 
tados. 


rRNA (RNA ribosómico) Cualquiera de las moléculas de RNA gran- 
de componentes estructurales y funcionales de los ribosomas. A me- 
nudo designados por su coeficiente de sedimentación: 285, 185, 5,85 y 
5S rRNA en los eucariontes superiores (Fig. 4-22) 


RuBisCO Véase Ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa. 


Sarcómero Unidad estructural repetitiva del músculo estriado (es- 
quelético) compuesto por superposición organizada de filamentos fi- 
nos (actina) y filamentos gruesos (miosina) y que se extiende desde un 
disco Z hasta uno J adyacente; se acorta durante la contracción. (Figs. 
17-31 y 17-32) 


Saturado Referido a un compuesto (p. ej., ácido graso) en el cual 
todos los enlaces carbono-carbono son enlaces simples. 


SCF (Skkp1, Cullin, proteínas caja F) Ubicuitinproteinligasa que 
ubicuitina inhibidores de CDK de la fase S y muchas otras proteínas, 
marcándolas para la degradación por los proteosomas. 


Secuencia de activación corriente arriba (en dirección 5”) (UAS, 
upstream activating sequence) Cualquier secuencia reguladora de 
unión a proteína en el DNA de levaduras y otros eucariontes simples 
que es necesaria para la expresión máxima de genes; equivalente a un 
intensificador o un elemento proximal al promotor en los eucariontes 
superiores. (Fig. 7-22) 


Secuencia señal Secuencia de aminoácidos relativamente corta den- 
tro de una proteína que dirige la proteína hacia una localización especí- 


fica dentro de la célula; también denominada péptido señal y secuencia 
de marcado para la captación. (Cuadro 13-1) 

Secuencia topogénica Segmento dentro de una proteína cuya se- 
cuencia, número y ordenamiento dirige la inserción y la orientación de 
varias clases de proteínas transmembrana dentro de la membrana del 


retículo endoplasmático. (Fig. 13-14) 


Segmentación (cleavage) En embriogénesis, serie de divisiones ce- 
lulares rápidas que se producen después de la fecundación y con poco 
crecimiento celular, lo que lleva a la generación de células cada vez más 
pequeñas; culmina en la formación de los blastocistos en los mamíferos 
o en la blástula en otros animales. (Fig. 21-3) 


Proceso que distribuye un complemento igual de cro- 
mosomas a las células hijas durante la mitosis y la meiosis. 


Segregación 


Segundo mensajero Pequeña molécula intracelular (p. ej. CAMP, 
cGMP, Ca?*, DAG, y 1P3) cuya concentración se incrementa (o dismi- 
nuye) en respuesta a la unión de una señal extracelular y que funciona 
en la transducción de señal. (Fig. 15-8) 

Selectinas Familia de moléculas de adhesión celular que median las 
interacciones dependientes de Ca”* con restos específicos de oligosacá- 
ridos en las glucoproteínas y los glucolípidos sobre la superficie de cé- 
lulas adyacentes o en glucoproteínas extracelulares. (Figs. 20-2 y 20-39) 
Sensor Que mide una propiedad intra o extracelular y la convierte 
a una señal. 

Señal de clasificación Secuencia relativamente corta de aminoá- 
cidos dentro de una proteína que dirige la proteína a las vesículas 
de transporte particular a medida que se desprenden por gema- 
ción desde una membrana donante en la vía secretora o endocítica. 
(Cuadro 14-2) 


Separación de centrosomas 
los centrosomas durante la profase 


Describe el proceso de la segregación de 


Seudogén Secuencia de DNA que es similar a la del gen funcional 
pero no codifica un producto funcional; probablemente surja por deri- 
va de secuencias de genes duplicados. 


Silenciador Secuencia en el DNA eucarionte que promueve la for- 
mación de estructuras de cromatina condensada en una región locali- 
zada, bloqueando de esta forma el acceso de proteínas necesarias para 
la transcripción de genes dentro de varios cientos de pares de bases del 
silenciador; también se denomina secuencia silenciadora. 


Silenciamiento génico por siRNA (knockdown) Técnica para inhi- 
bir experimentalmente la traducción de un mRNA específico usando 
siRNA; útil para reducir la actividad de una proteína, especialmente en 
organismos que no son adecuados para los métodos genéticos clásicos 
de aislamiento de mutantes con pérdida de función. 


Silenciamiento por siRNA Procedimiento que induce la degrada- 


ción de un RNA específico por transfección de células con RNA doble 
hebra que tienen una hebra con la misma secuencia que el RNA dia- 
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na. Este RNA doble hebra se llama siRNA por la sigla del inglés short- 
interfering RNA. 


Simporte Tipo de cotransporte en el cual una proteína de membra- 
na (simporte) transporta dos moléculas o iones diferentes a través de 
una membrana celular en la misma dirección. Llamado también co- 
transporte unidireccional. Véase también Antiporte. (Fig. 11-2, [3B)) 


Sinapsis Región especializada entre un axón terminal de una neurona 
y una neurona adyacente u otra célula excitable (p. ej., célula muscular) 
a través de la cual se transmiten los impulsos. En una sinapsis química, 
el impulso es conducido por un neurotransmisor; en una sinapsis eléc- 
trica, la transmisión del impulso se produce a través de las uniones de 
hendidura que conectan las células pre y postsinápticas. (Fig. 22-3) 


Sinapsis excitatoria  Sinapsis en la cual un neurotransmisor induce 
una despolarización de la célula sináptica favoreciendo la generación 
de un potencial de acción. 


Sinapsis inhibitoria Sinapsis en la cual el neurotransmisor induce 
una hiperpolarización de la célula postsináptica, inhibiendo la genera- 


ción de un potencial de acción. 


Sindecanos Clase de proteoglucanos de superficie celular que ac- 
túan en la adhesión entre célula y matriz, interactúan con el citoesque- 
leto y puede unirse a señales externas, participando de este modo en la 
señalización intercelular. 

Sintenia Aparición de genes en el mismo orden en un cromosoma en 
dos o más especies diferentes. 


siRNA RNA pequeño de hebra doble de 21-23 nucleótidos de longi- 
tud con dos nucleótidos de hélice sencilla en cada extremo. Un siRNA 
de una hélice se asocia con diversas proteínas para formar un complejo 
silenciador inducido por RNA (RISC) que corta los RNA diana a los 
cuales se aparea perfectamente el siRNA; llamado también RNA de in- 
terferencia pequeño y RNA inhibidor pequeño. Los siRNA pueden dise- 
ñarse para inhibir experimentalmente la expresión de genes específicos. 
Véase también miRNA. (Fig. 8-25b) 


Sistema de reparación por escisión del DNA Uno de los varios me- 
canismos para la reparación del daño del DNA por despurinización 
o desaminación espontánea o por exposición a carcinógenos. Estos 
sistemas de reparación normalmente funcionan con un alto grado de 
fidelidad y su pérdida está asociada con el aumento en el riesgo de cier- 


tos cánceres. 


Sistema de respuesta al daño del DNA Vía que detecta el DNA da- 
ñado e induce la detención del ciclo celular y las vías de reparación del 


DNA. 


Sitio activo Región específica de una enzima que se une a molécula(s) 
de sustrato y promueve un cambio químico en el sustrato al que se 


une. (Fig. 3-21) 
Sitio CAP. Secuencia del DNA bacteriano a la que se une la proteína 


activadora de catabolitos (CAT, catabolite activator protein), también 
conocida como la proteína reguladora del AMP cíclico. (Fig. 7-3) 


G-28 GLOSARIO 


activados por fosforilación 


e transcripción 
amilia del factor de creci- 


de la fe 


roléculas de señal a sus recepto- 


Smads Clase de factores d 
seguida por la unión de miembros 
miento transformador P (TGFP) de n 
res de superficie celular. (Fig- 16-28) 

les de membrana y citosólicas que promue- 
las membranas diana. La interacción de 
NARE afines sobre una membrana 
y coloca a la vesícula y a las mem- 


SNARE — Proteínas integrá 
ven la fusión de vesículas Con ' 
v-SNARE sobre una vesícula con t- 


diana forma complejos MUY estables, 


ón, (Fig. 14-10 
branas diana en estrecha aposición. (Fig. ) ) 


Tipo de RNA pequeño, estable 


eño) 
snoRNA (RNA mucleolat Pear la modificación básica en el 


que actúa en el procesamiento de rRNA y 


nucléolo. 


snRNA (RNA nuclear pequeño) Uno de los diversos RNA estables 
n el núcleo. Cinco snRNA son componentes del 


ños localizados € : 
pequeños lo | procesamiento del pre-mRNA. (Figs. 8-9 


espliceosoma y actúan en € 
y 8-11) 


Solución amortiguadora (buffer) Solución de las formas ácido 
(HA) y base (A”) de un compuesto que sufre pocos cambios en el pH 
cuando se añaden pequeñas cantidades de ácido o base fuerte en valo- 


res de pH cercanos al pK, del compuesto. 


ento definido de DNA o RNA, marcado en for- 


Sonda (probe)  Fragm 
usado para detectar secuencias 


ma radiactiva, fluorescente O química, 
específicas de ácidos nucleicos mediante hibridación. 


Southern blot (transferencia Southern) Técnica para la detección de 


secuencias de DNA específicas separadas por electroforesis mediante 
hibridación con una sonda de ácido nucleico marcada. (Fig. 5-26) 


START Punto de inicio en el ciclo celular en el que las células están 
irreversiblemente comprometidas con la división celular y no pueden 
retornar a la etapa G.. 


Superfamilia ABC_— Grupo grande de proteínas integrales de mem- 
brana que a menudo actúan como proteínas transportadoras de 
membrana para mover diversas moléculas (p. ej., fosfolípidos, coleste- 
ell iones, péptidos) a través de las membranas celulares. (Fig. 


Superfamilia de las GTPasa Grupo de proteínas interruptoras intra- 
celulares que alternan entre un estado inactivo con GDP unido y un 
qe activo con GTP unido. Incluye la subunidad Ga: de las proteínas 
G triméricas (grandes), las proteínas G monoméricas (pequeñas) (p- 


ej., Ras, Rab, Ran, y Rac), y ciertos fa 
JE 2010 , ctores de ió 
síntesis proteica. (Fig. 3-32) io 


e segmentación (cleavage furrow)  Indentación en la mem- 
rana plasmáti 
d ática que representa los pasos iniciales en la citocinesis. 


Sustrato  Molécul 
a que sufre un cambi 
Ñ ambio en u ? iz 
por una enzima. na reacción catalizada 


Tamaño celular críti 
crítico Define el tamaño que una célula debe alcan- 


zar antes de que pueda entrar en el ciclo celular. 


Telofase Etapa mitótica final durante la cual se vuelve a formar la en- 
voltura nuclear alrededor de dos conjuntos de cromosomas separados, 
se descondensan los cromosomas y se completa la división del citoplas- 
ma (citocinesis). (Fig. 18-36) 

Telómero Región en cada extremo de un cromosoma eucarionte que 
contiene múltiples repeticiones en tándem de una secuencia telomérica 
corta (TEL). Los telómeros son necesarios para la correcta segregación 
de los cromosomas y son replicados mediante un proceso especial que 


evita el acortamiento de los cromosomas durante la replicación del 
DNA. (Fig. 6-47) 


Terminación de la transcripción 


Finalización de la síntesis de una 
hebra de RNA. (Fig. 4-11) 


Tilacoides Sacos membranosos aplanados en un cloroplasto que 


pueden estar apilados y contener los pigmentos fostosintéticos y fos- 
tosistemas. (Fig. 12-31) 


Tinción fluorescente Técnica general para la visualización de los 


componentes celulares mediante el tratamiento de las células o los te- 
Jidos con un agente marcado con un colorante fluorescente (p. ej., an- 
ticuerpo) que se une específicamente a un componente de interés y la 
observación de la muestra por microscopia fluorescente. 


Tipo silvestre 
u organismo. 


Forma normal no mutante de un gen, proteína, célula 


Tolerancia Ausencia de una respuesta inmunitaria a un antígeno o 


grupo de antígenos particular. 


Traducción Ensamblaje mediado por ribosomas de un polipéptido 
cuya secuencia de aminoácidos está especificada por la secuencia de 
nucleótidos en un mRNA. (Fig. 4-17) 

Transcitosis Mecanismo para el transporte de ciertas sustancias a 
través de una capa de epitelio que combina la endocitosis y la exocito- 
sis mediada por receptor. (Figs. 14-25 y 23-10) 


Transcripción Proceso en el cual una RNA polimerasa usa una hebra 
de una molécula de DNA como molde para la síntesis de un RNA com- 
plementario. (Figs. 4-10 y 4-11) 

Transcriptasa inversa Enzima que se encuentra en los retrovirus y 
cataliza una reacción compleja en la cual se sintetiza un DNA doble 
hebra a partir de un molde de RNA de hebra simple. (Fig. 6-14) 


Transcrito primario En los eucariontes, producto inicial del RNA, 
que contiene intrones y exones, producido por la transcripción del 
DNA. Muchos Transcritos primarios deben sufrir un procesamiento 
del RNA para convertirse en las formas de RNA fisiológicamente ac- 
tivas. 

Transducción de la señal Conversión de una señal de una forma 
física o química en otra. En biología celular suele referirse a al 
proceso secuencial iniciado por la unión de una señal extracelular 
a un receptor y culmina en una o más respuestas celulares espe- 
cíficas. 


Transfección Introducción experimental de DNA extraño en células 
en cultivo, normalmente seguida por la expresión de los genes del DNA 
introducido. (Tig, 5-32) 

Transformación — (1) Alteración permanente y heredable en una cé- 
lula que resulta de la captación e incorporación de un DNA extraño 
dentro del genoma de una célula huésped; también llamada transfec- 
ción estable. (2) Conversión de una célula de mamífero “normal” en 
una célula con propiedades similares a las cancerosas, en general indu- 
cida por el tratamiento con un virus u otro agente oncogénico. 
Transgén Gen clonado introducido e incorporado de forma estable 


en una planta o animal y transmitido a las generaciones sucesivas. 


Transición epitelio a mesénquima Describe un programa de desa- 
rrollo durante el cual las células epiteliales adquieren las características 
de las células mesenquimatosas. Las células pierden sus propiedades 
adhesivas y adquieren movilidad. 


Translocación cotraduccional Transporte simultáneo de una pro- 
teína secretora dentro del retículo endoplasmático mientras que la 


proteína naciente aún está unida al ribosoma y se está alargando. (Fig. 
13-6) 


Translocón Complejo multiproteico de la membrana del retículo 
endoplasmático rugoso a través del cual una proteína secretora nacien- 
te entra en la luz del RE a medida que es sintetizada. (Fig. 13-7) 

Transportador Proteínas de membrana que sufren cambios con- 
formacionales a medida que mueven una amplia variedad de ¡ones y 
moléculas a través de las membranas celulares a una velocidad menor 
que la de los canales. Véase uniporte, simporte y antiporteen la Fig. 11-3. 


Transportador de electrones Cualquier molécula o átomo que acep- 
ta electrones a partir de moléculas dadoras y los transfiere a las mo- 
léculas aceptoras en reacciones de oxidación y reducción acopladas. 
(Cuadro 12-2) 


Transporte activo Movimiento mediado por proteínas de un ion o 
una molécula pequeña a través de la membrana en contra de su gra- 
diente de concentración o gradiente electroquímico impulsado por la 
hidrólisis acoplada de ATP. (Fig. 11-2[1]; Cuadro 11-1) 


Transporte de electrones Flujo de electrones a través de una serie de 
transportadores desde los dadores de electrones (p. ej., NADH) hasta 
el O, en la membrana mitocondrial interna, o desde el HO hasta el 
NADP* en la membrana de tilacoides de los cloroplastos de plantas. 
(Figs. 12-19 y 12-32) 


Transporte facilitado Transporte mediado por proteínas de un ¡on 
o una molécula pequeña a través de la membrana celular en contra de 
su gradiente de concentración a una velocidad mayor a la obtenida por 
difusión simple; también llamada difusión facilitada. (Cuadro 11-1) 


Transporte fotoeléctrico Transporte de electrones inducido por 
luz que genera una separación de cargas a través de la membrana 
tilacoide que genera los acontecimientos posteriores de fotosíntesis. 
(Fig. 12-35) 
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Transposición Movimiento de un elemento transponible del DNA 
dentro del genoma; se produce por un mecanismo de corte y empalme. 
(Fig. 6-8) 


Transposón de DNA Elemento transponible del DNA presente en 
procariontes y eucariontes que se mueve en el genoma por un meca- 
nismo que involucra síntesis y transposición del DNA. Véase también 


Retrotransposón. (Figs. 6-9 y 6-10) 


Triglicérido Forma principal en la cual se almacena y transportan 
los ácidos grasos en los animales; consiste en tres cadenas de ácido gra- 
so esterificadas a una molécula de glicerol. 


tRNA (RNA de transferencia) Grupo de moléculas de RNA peque- 
ñas que funcionan como donadores de aminoácidos durante la síntesis 
de proteínas. Cada tRNA se une covalentemente a un aminoácido par- 
ticular, formando un aminoacil-tRNA. (Figs. 4-19 y 4-20) 


Tropoectodermo Parte de un embrión temprano de los mamíferos 
que formará los tejidos extraembrionarios, incluye la placenta pero no 
el embrión propiamente dicho. 


Tubulina Familia de proteínas del citoesqueleto que se polimerizan 
para formar la pared cilíndrica de los microtúbulos. (Fig. 18-3) 


Tumor Masa de células, en general derivadas de una única célula, 
que surge debido a la pérdida de los reguladores normales del creci- 
miento celular; puede ser benigno o maligno. 

Ubicuitina Proteína pequeña que puede unirse covalentemente con 
otras proteínas intracelulares; la ubicuitina de esta manera marca las 
proteínas para su degradación por parte del proteosoma, las clasifica 
para el lisosoma o provoca una alteración en la función de la proteína 


diana. (Fig. 3-29) 


Unidad de transcripción Región del DNA limitada por un sitio de 
inicio y un sitio de terminación que es transcripta a un único Trans- 


crito primario. 


Unión de anclaje Regiones especializadas en la superficie celular que 
contienen moléculas de adhesión celular o receptores de adhesión; 
incluyen las uniones de adherencia y los desmosomas, que median la 
adhesión entre célula y célula, y los hemidesmosomas, que median las 


adhesión la célula y la matriz. (Figs. 20-13 y 20-15) 


Unión celular Regiones especializadas de la superficie celular a tra- 
vés de las cuales las células se unen unas con otras o con la matriz ex- 
tracelular. (Fig. 20-10; Cuadro 20-2) 


Unión o configuración anfitélica Describe la correcta adhesión de 


los cromosomas al huso mitótico, donde los cinetocoros hermanos se 
unen a los microtúbulos que nacen de polos opuestos. (Fig. 18-36) 


Unión o configuración merotélica Indica que un solo cinetocoro se 


une a los microtúbulos que nacen de dos polos opuestos del huso. 


Unión o configuración monotélica Indica que solo una de las her- 
manas del par cinetocórico se adhiere a los microtúbulos. 
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sintélica Indica que los cinetocoros de un 
los microtúbulos que nacen 


Unión o configuración | 
as se unen a 


par de cromátidas herman 


del mismo polo. 
Tipo de unión intercelular entre las membranas 
¡po 


Unión estrecha 
a 


plasmáticas de células epiteliales 
macromoléculas y muchas molécu at 
entre las células y la difusión de compone O 
regiones apical y basolateral de la membrana pla! , / 


dyacentes que evitan la difusión de 
iones en los espacios 


las pequeñas € 
a membrana entre las 


Vía que repara las roturas de la 


no homólogos 
remos rotos se unen directa- 


los ext 
logo. 


Unión de extremos 
doble hebra en el DNA, en la que 


mente sin necesidad de un molde homó 


Unión en hendidura (de tipo gap) Canal ado E papis 
que conecta los citoplasmas de células animales adyacen es y permite 
el paso de ¡ones y pequeñas moléculas entre las células. Véase también 


Plasmodesmo. (Fig. 20-20) 

ón inocua derivada de un patógeno y diseñada 
el propósito de propor- 
a una forma virulenta 


Preparaci 
una respuesta inmunitaria COM 


futura exposición 


Vacuna 
para provocar 
cionar inmunidad contra una 


del mismo patógeno. 


Vacuola contráctil Vesícula hallada en muchos protozoarios que 
toma agua del citoso] y elimina periódicamente su contenido mediante 


fusión con la membrana plasmática. 


Vaina de mielina Membrana celular especializada apilada que forma 
una capa aislante alrededor de los axones de vertebrados e incrementa 


la velocidad de la conducción del impulso. (Fig. 22-15) 


Vector En biología celular, elemento genético de replicación autóno- 
ma usado para llevar un CDNA o fragmentos de DNA genómico a una 
célula huésped con propósitos de clonación génica. En general se usan 
vectores que son plásmidos bacterianos y genomas de bacteriófagos 
modificados. Véase también Vector de expresión y Vector lanzadera. 
(Fig. 5-13) 


Vector de expresión Plásmido modificado o virus que transporta 
un gen o CDNA al interior de una célula huésped adecuada y que allí 
dirige la síntesis de la proteína codificada; usado para rastrear una 
genoteca de DNA en busca de un gen de interés o para producir gran- 
des cantidades de una proteína a partir de su gen clonado (Figs. 5-31 
y 5-32) A 


Vector lanzadera (shuttle) Vector plásmi 
plásmido z , 
dos huéspedes diferentes. (Fig, 5-17) ci 


Velocidad máxima Véase V 
máx" 
Vesícula sináptica 


Vesí 5 
ículas pequeñas en el extremo del axón que 


contienen un neurotransmi 
: 50 ren ex SIS ; E 
tencial de acción. ocitosis al llegar un po 


Vesícula de trans 
O a 
e 6 rte  Compartimiento pequeño delimitado por 
a sporta proteínas solubles y de membrana en la di- 
cta O , d a 
inversa a la vía secretora. Las vesículas se forman por 


gemación del orgánulo donante y liber 


an sus contenidos por fusión 
con las membranas diana. 


Vía endocítica Vía celular que involucra la endocitosis mediada por 
receptor, que internaliza materiales extracelulares demasiado grandes 
para ser importados por las proteínas de transporte de membrana y 


retira proteínas receptoras de la superficie celular como una vía para 
regular por disminución su actividad. (Fig. 14-29) 


Vía del punto de control Mecanismo de vigilancia que evita la ini- 


ciación de cada paso en la división celular hasta que los pasos previos 


de los cuales depende se hayan completado y se hayan corregido los 
errores que se producen durante el proceso. 


Vía del punto de control del ensamblaje del huso Vía que censa la 


unión incorrecta de los cromosomas a los husos mitóticos e induce la 
detención del ciclo celular en metafase. 


Vía del punto de control de la posición del huso Vía que comprue- 
ba la unión incorrecta de los cromosomas al huso mitótico e induce la 
detención del ciclo celular en metafase. 


Vía secretora Vía celular de síntesis y corte de proteínas solubles y de 
membrana localizada en el retículo endoplasmático, en el Golgi y en los 
lisosomas; también proteínas de la membrana plasmática y proteínas 
que finalmente son secretadas por la célula. (Fig. 14-1) 


Vigilancia del mRNA Procesos que conducen a la degradación de 
un pre-mRNA o mRNA que ha sido procesado de manera inadecuada. 


Virión  Partícula viral individual. 


Virus  Parásito intracelular pequeño compuesto por ácido nucleico 
(DNA o RNA) envuelto en una cubierta proteica que puede replicarse 
solo en una célula huésped adecuada; ampliamente usado en la investi- 
gación biológica celular. (Fig. 4-44) 


Vs Parámetro que describe la velocidad máxima de una reacción 
catalizada por enzima u otros procesos como el transporte mediado 
por proteína de moléculas a través de la membrana. (Figs. 3-22 y 11-4). 


Weel Una proteintirosincinasa; fosforila CDK en la treonina 14 o 
tirosina 15 para inhibir la actividad CDK. 


Wnt Familia de proteínas de señalización usadas en el desarrollo de la 
mayoría de los tejidos en casi todos o todos los animales. Las mutaciones 
de los componentes de la transducción de señales Wnt están implicadas en 
el cáncer humano, en especial el cáncer de colon. Los receptores son pro- 
teínas de la clase Frizzled con siete segmentos transmembrana. (Fig. 16-30) 


Zona media del huso Porción media del huso mitótico que cumple 


un papel importante en el posicionamiento del surco de segmentación 
en algunos organismos. 
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- segundo mensajero, 679 

- síntesis e hidrólisis por adenilato ciclasa, 
699f 

- síntesis, estimulación por GTP, 719 

AMP cinasa (AMPK), 377 

Amplificación 

- DNA, 1124 

- gen, 1125 

- reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 
193, 193f, 197 

- Secuenciación del DNA, 191, 192f 

- señal 

- - GPCR, 680, 680f 

- - rodopsina, 696 

- - en la vía del cAMP/PKA, 704 

Anaerobios facultativos, 522 

Anafase, Véase también Mitosis 

- definición, 850, 876 

- Movimiento de los cromosomas a los polos, 
855, 857f 

- separación a los polos, 857 

Análisis 

- genético 

- - Ciclo celular, 877, 8781 

- - mutaciones, 171 

- ¡RNA, 434f 

- de microensayos del DNA 

- - definición, 1123 

- - ilustración, 1124f 

- - patrones de expresión, 1123 

- químicos, 430, 432f 

- SIRNA, 433 

Aneuploidía, 849, 1122 

Anillo contráctil, 776, 858, 905 

Animales 

- ciclo de replicación lítica, 163f 

- regulación del desarrollo de los órganos, 19f 

- subestructuras celulares, 425f 

- virus, 160, 16] 

Aniones, 28 

- Contratransportadores 

- - actividad, 505 

- - definición, 505 

- - transporte de CO2, 506 

Antagonistas, 682 

Anticuerpo(s), 1059 

- afinidad, 97 

- de alta afinidad, 1104 

- definición, 77 

- descubrimiento, 1066 

- ensayos, 97 

- especificidad, 77 

- específicos de los orgánulos, 429 

- generación de diversidad, 1073 

- monoclonales, 401, 410, 1072 

- policlonales, 403, 410 

- reconocimiento del antígeno, 1081 

- suero, 1067f 

- unión a antígenos, 77 

- unión entre la proteína y el ligando, 77, 77f 

- visualización, 1059 

Antígeno(s) 

- adquisición, 1086 

- definición, 1060 

- del grupo sanguíneo ABO, 462f 

- presentación, 1085 

- - por las células B, 1091f 


“«ncesamiento por el complejo mayor de 
- proces histocompatibilidad de clase 1, 1087, 
10871 
“ocesamiento por el complejo mayor de 
- pre histocompatibilidad de clase IL 1089, 
1090f 
R procesamiento y presentación, 1086 
- señalización para su destrucción, 1088 
> ande, 147 
- o a anticuerpos, 77 
Antitransportador de cationes, 504 , 
Antitransportador Clú/HCO34, 505, 506f 
Aparato circulatorio, 1062f 
Apertura numérica, 405 
tosis 
nión: 86, 1007 
- mitocondrias en la regulación, 1011, 1012f 
- muerte celular, 907, 1006 
- regulación por proteínas BH3, 1013 
- vías extrínsecas, 1015f 
- vías, conservación evolutiva, 1007, 1008f 
Apoptosomas, 1013 
- Apafl, 1014f 
Apotransferrina, 659 
Arabidopsis thaliana, 8 
- mtDNA, 246 
- DNA del cloroplasto, 251 
- organismo de experimentación, 12f 
- pared celular, 968 
- miRNA, 372 
Arco reflejo, 1022 
Arginina, 34, 34f 
Arrestina 
- B,706, 706f 
- transporte intracelular, 698 
- unión, 696 
Asparagina, 35, 35f 
Aspartato, 34, 34f 
Áster mitótico 
- alejamiento, 852 
- orientación, 851 
Astrocitos, 1023, 1024f 
Aterosclerosis, 468 
ATM, 909 
Átomos 
- de carbono asimétricos, 25 
- electronegatividad, 26 
- estructura electrónica, 25 
- isótopo pesado, 104 
- propiedades de unión, 26c 
ATP (adenosina trifosfato), 4 
- Captura y transferencia de energía, 5f 
- Células gástricas, 524 
- Células musculares, 525 
- definición, 4 
- fermentación, 523 
- fotosíntesis, 5, 554 
- fuerza motora de los protones, 519f, 544 
- generación, 516, 524 
- hidrólisis, 52, 52f 
- - delos enlaces peptídicos, 459 
” = Y Movimiento de la miosina, 796, 798f 
— Mecanismo de cambio de la unión, 547, 
548f 
- Moléculas, 53 


+ oxidación mitocondrial, 528, 531f 
- Oxidación peroxisómica, 531 


- pasaje de protones a través de la ATP sintetasa, 
549 
- productos de degradación de los combustibles 
nutritivos, 519 
- quimioósmosis, 545f 
- síntesis 
- - por ATP sintetasa, 545f 
- traslocación postraduccional, 584, 586f 
- unión 
- - uso de chaperonas, 72 
- - uso de chaperonina, 75 
ATP sintasa 
- complejos de proteínas FO y Fl, 546 
- definición, 544 
- estructura, 546 
- incluida en la membrana, 546 
- pasaje de protones a través de, 549 
- síntesis de ATP, 545f 
ATPasa, 476 
- Ca2, 485, 485f, 488f 
- H+ clase V, 490 
- H+/K+, 509 
- Na+/K+, 489, 489f 
ATR, 909 
Aurora B, 901 
Aurora cinasas, 898 
Autoempalme 
- intrones del grupo 2, 357 
- proteína, 91 
- RNA, 122 
Autofagia, 377, 661, 664 
Autorradiografía 
- con electroforesis en gel, 100 
- definición, 100 
- usos, 100 
Autosomas, 267 
Axonema, 844 
Axones, 1010 
- guía, 1021 
- mielinizados, 1033, 1033f 
- movimiento de la información, 1021 


Bacterias, Véase también Escherichia coli 
- ciclo de replicación lítica, 162f 
- control génico, 288 

- control de la respuesta, 284 

- control de la transcripción, 281 
- expresión génica, 280 

- organismo experimental, 12f 

- parasitaria, 13 

- mRNA policistrónica, 225 

- secuencias de inserción, 236, 236f 
- síntesis de ATP, 544 
Bacteriófago, 160 

Bases 

- ácidos nucleicos, 37f, 116 

- DNA, 6 

- iones de hidrógeno, 45 

- pirimidina, 117 

- purina, 117 

Bastones, 694, 694f, 698, 698f 
Bax, 1012 

Benzopireno, 1145, 1146f 
Bibliotecas químicas, 430 

Bicapas fosfolipídicas 


- ácidos grasos, 40, 41c, 465 

- anulares, 459f 

- biomembranas, 40 

- clases lipídicas, 448, 449f 

- colesterol, 449 

- compartimento sellado, 446 

- efectos de la composición lipídica, 453f 

- esfingolípidos, 450 

- estructura, 444 

- formación, 444, 446f 

- gel y líquido, 450f 

- interacciones con proteínas, 457 

- mecanismos de transporte, 469, 469f 

- permeabilidad, 474f 

- propiedades físicas, 40 

- proteínas ABC, 491 

- síntesis sobre la membrana del retículo 
endoplasmático, 465, 466f 

Bioinformática, 252 

Biología, evolución, 1 

Biomarcadores, 108 

Biomembranas, Véase Membranas 

Biomoléculas, Véase Moléculas 

BiP, 584 

BLAST, algoritmo 

- búsqueda de secuencias de proteínas, 252 

- definición, 252, 256 

- función, 251 

Blastocitos, 979 

Blastoporo, 19 

Bombas de H+ de clase V, 490, 490f 

Bombas impulsadas por ATP, 476, 483 

- Ca2+, 485 

- clase F, 483, 483f 

- clase P, 483, 483f 

- clase V, 483, 483f 

- clases, 483 

- electrógena, 490 

- generación y mantenimiento de gradientes 
iónicos, 485 

- H+ clase V, 490, 490f 

- regulación de la calmodulina, 487 

- superfamilia ABC, 483f, 484, 491 

Borde conductor, 776 

Bordetella pertussis, 692 

Botulismo, 1041 

BRCA-1, 1129, 1148 

BRCA-2, 1148 

Bromodominios, 261, 319 

Burkitt, linfoma de, 1136, 1137f 


C 

C-Fos, 1136 
C-Myc, 1120, 1136 
Ca2+ 


- aumento inducido por hormonas, 708c 

- bomba, 485 

- canales con compuerta de voltaje, 1041 

- complejo con calmodulina, 711 

- concentraciones, 487 ú 

- integración con el segundo mensajero, 711, 
712f 

- iones, 485 

- liberación del retículo endoplasmático, 708 

- regulación de la contracción del músculo 
esquelético, 803, 803f, 804f 


Ca2+ATPasas, 487 
- comparación con Na+/K+ AT Pasa, 4891 
- dependencia de la relajación muscular, 486 
- estructura de la subunidad UL catalítica, 488f 
- mecanismo de acción, 486 
- modelo operativo, 486f 
Cadena(s) 
- laterales 
- - definición, 33 
- - no polares, 33 
- líder o conductora, 147, 148f 
- - esencial, 795 
- - reguladora, 795 
- livianas, 796 
- - DNA de las células embrionarias, 1113f 
- - ensamblado de los segmentos de los genes V 
y J, 1075 
- - onmunoglobulinas, 1069 
- - región variable, 1071 
- - reorganización V-J, 1080 
- pesadas 
- - inmunoglobulinas, 1068 
- - región variable, 1070 
- - reorganización del locus, 1075 
- retrasada y rezagada, 147, 148f 
- de transporte de electrones 
- - cadena respiratoria, 532 
- - definición, 519 
- - ilustración, 536f 
- - supercomplejos, 540, 54 1f 
Cadherina(s) 
- clásicas, 935 
- desmosómica, 936, 938, 938f 
- E, 936, 936f, 939 
- mediación de la adhesión intercelular, 935 
Caenorhabditis elegans 
- activación de la proteasa CED-3, 1009, 1009f 
- Células, 925 
- células madre de la línea germinal, 987, 988f 
- desarrollo muscular y nervioso, 19 
- evaluación genómica con siRNA, 434 
- genómica, 434 
- linaje celular, 1000f 
- organismo experimental, 12f 
- receptor del tacto MEC-4, 1047, 1047f 
- respuesta de IRNA, 373 
- IRNA, 216 
- secciones Ópticas, 407 
- transempalme, 356 
- transporte del receptor de ECF, 733 
Calcio, enlace no covalente, 88 
Calmodulina 
- definición, 488f 
- regulación de la bomba en la membrana 
plasmática, 487 
Calorías, 49 
Calvin, ciclo de, 569 
Cambio de marco de lectura, 133 
Canal(es) 
- con compuerta de cationes, 695 
- con compuerta de voltaje 
- - apertura y cierre secuencial, 1025 
- - definición, 1025 
- - estructura, 1029 
- - - secundaria, 1030f 
- - K+, 1027, 1027f 
- - Na+, 1026, 1026f, 1028f 
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Canal(es) (Cont.) 

- lónicos, 1043 

- - activación secuencial en la unión 
neuromuscular, 1043f 

- - CON COMpuertas, 1043f 

- - - de cationes, 1047 

- - - de voltaje, 1025 

- - elongados, 497 

- - filtro de selectividad, 497, 499f 

- - de K+ en reposo, 497, 498f 

- - medición del movimiento de jones, 499 

- - regulación de los receptores acoplados a 
proteína G, 693 

- - sin compuertas, 495 

- de K+ 

- - con compuerta de voltaje, 1027 

- - estructuras secundarias, 1030f 

- - inactivación, 1032 

- - mutantes, experimentos, 1032f 

- - en reposo 

- - - definición, 497 

- - - estructura, 498f 

- - - selectividad y transporte de iones, 499f 

sensibles al voltaje, 1031f 

Shaker, 1029 

- - Mecanorreceptores, 1047 

- - nociceptores, 1048 

- de traslocación, 579 

Cáncer, 1113 

- aberraciones en la vía de señalización, 1137 

- aumento de la incidencia en función de la 

edad, 1120f 

- bases genéticas, 1124 

- biología celular molecular, 1138 

cambios celulares que causan, 1114f 

- carcinógenos, 1113, 1144 

- carcinomas, 1115 

células madre, 1116 

- células tumorales, 1113 

- de colon, 1119, 1129 

- desarrollo, 1121f 

- - formas hereditarias, 1129 

- - metástasis, 1121f 

- - modelo de inducción múltiple, 1119, 1122 

- - mutaciones oncogénicas sucesivas, 1120 

- - progresión, 1121 

- de pulmón, 1144 

- división celular, 1139 

- establecimiento, 1114 

- genes implicados en el establecimiento, 1127c 

genes supresores tumorales, 1113 

glioblastomas, 1115 

- leucemias, 1115 

linfomas, 1115 

de mama, 1123, 1138 

- - análisis de micromatrices de DNA, 1123, 
1124f 

- - biología celular molecular, 1138 

- - hereditario, 1128 

- - respuestas terapéuticas, 1123 

- - tratamiento, 1138 

- metástasis, 1114, 1116f 

- modelo de inducción múltiple, 1119 

- modelo de ratón, 1131, 1132f 

- Oncogenes, 1124 

- pérdida del sistema de reparación del DNA, 

1146 
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- protooncogenes, 1113, 1124 

- pulmón, 1144 

- regulación anormal de las ví 
crecimiento, 1131 

- sarcomas, 1115 

- tumores, 1113 

Cápsides, 160 

Capuchón 5” 

- complejo de unión al capuchón 

- síntesis en el mRNA eucariótico, 350f 

Capuchón GTP-P-tubulina, 829, 829 

Carbono 

- átomos asimétricos, 25 

- átomos quirales, 25 

- fijación, 555 

- geometría de los enlaces, 25f 

Carcinógenos 

- cáncer, 1143 

- conexiones específicas con el cáncer, 1145 

- directos, 1145 

- exposición, 1113 

- indirectos, 1145 

- inducción de cáncer a través del daño del 
DNA, 1144 

- mutágenos, 1145 

- Químicos, 1144, 1147f 

Carcinomas, 1115 

Caspasas 

- activación, 1012, 1098 

- amplificación de la señal apoptósica, 1009 

- definición, 1009 

- iniciador activado, 1010 

Catabolismo, 54, 519 

Catalizadores 

- definición, 79 

- enzima, 77 

- velocidad de la reacción química, 43 

Catión con compuerta para acetilcolina, )43 

Cationes, 28 

CD113, 1117 

CD138, 1117 

CDA, 1084, 1099 

CD8, 1084, 1098 

Cdc14 fosfatasa, 913 

Cdc20, 911 

Cdc25 fosfatasas, 898 

Cdc42 

- movimiento celular, 813f 

- Organización de la acción, 811, 811f 

- regulación coordinada, 812 

CDK G1/S, 890f 

CDK mitóticas, 897, Véase también Cinasas 

dependientes de ciclina (CDK) 

- activación, 896, 898 

- desfosforilación, 904f 

- formación del huso mitótico, 898 

- inactivación, 903 

- proteínas de la envoltura nuclear fosforiladas, 
900f 

- regulación, 888 

- rotura de la envoltura nuclear, 898 

CED-3, 1007, 1008f 

CED-4, 1007 

CED-9, 1007 

Células, 750 

- 3T3,1118,1118f 

- - inmortales, 1118 


as reguladoras del 


nuclear, 360 


- alter 


ácidos grasos, 465 

adhesión, rotura, 809 , 

agregación en tejidos, 925 
“ación de las funciones, 430 


- ancestral, 21 


aneuploides, 400 


- animales, 424 
- aporte de energia, 521 


- caract 
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bacterianas, 10 


- bastones, 694, 694f, 698, 698f 


erísticas COMUNES, 4 o 
complejo mayor de histocompatibilidad, 106, 


cotransportadores ligados a Na+, 502 


dendríticas, 1063 


- desensibilización, 684 


en detención reversible, 882 

diferenciadas, 986 

división, 859 

epiteliales 

- apicales, 401 

- basales, 401 

- citoesqueletos, 774f 

- definición, 926 

- función, 773 

- lámina basal, 401 

- laterales, 401 

polaridad celular, 1001, 1002f 

- superficies apicales, 933 

- superficies basales, 933 

- superficies laterales, 933 

- tipos, 934f 

estructura, 403 

excitables, 1021 

fusión para obtener hibridomas, 403f 

gliales, 1019, 1023, 1033 

- definición, 1019, 1023 

- funciones, 1023 

- producción de la vaina de mielina, 1033 

- tipos, 1033, 1034f 

haploides, 315 

HeLa, 384 

híbridas, 402 

hijas, 873, 905 

- Citocinas en la creación, 977 

- citocinesis, 905 

- división celular asimétrica, 977 

- No disyunción, 912 

ingreso de Na+, 502 

inmóviles, 961 

interfase, 823 

localización para la determinación del destino 
del embrión, 981f 

madre, 315 

- Cáncer, 1116 

- definición, 977 

= hematopoyéticas, 327, 993 

- = análisis funcional, 995f 

- - detección y cuantificación, 994 

- - formación de las células de la sangre, 995, 


994f 


Indiferenciadas, 986 
“ INtestinales, 988, 989f, 990f, 991f 
- Células en la base de las criptas, 990f 
- €Xpresión de Lgr5, 990f, 991f 
generación de células epiteliales, 988 
Ilustración, 989 
regeneración, 989f 


- - línea germinal, 987 
- meristemas, 995, 996f 
- mesenquimáticas, 767 
- métodos para la inducción de la división, 
1004f 
- nerviosas, 991, 9911 
- - formación de las células nerviosas y gliales, 
91 
- - infección por retrovirus, 992f 
- nicho, 992 
- nichos, 986 
- de soporte, 986 
- - organismos multicelulares, 986 
- patrones de diferenciación, 986, 987f 
- - pluripotenciales inducidas, 978 
- masa celular interna, 978 
- mastocito, 1066 


- matriz extracelular, Véase Matriz extracelular 


- MDCK, 652, 936 
- memoria, 1100 
- mesófila, 570 
- micelas lipídicas, 455, 455f 
- mieloma, 403 
- moléculas en investigación biológica, 431c 
- móviles, 961 
- nacimiento, 978f 
- nerviosas, 1019 
- - conducción del potencial de acción, 1028, - 
- - generación del potencial de acción, 1045 
- organización y movimiento, 773, 804f 
- orgánulos, 424 
- oxínticas, Véase Células parietales 
- parietales, 509, 510f 
- - acidificación del estómago, 509, 510f 
- - definición, 509 
- del pedículo embrionario, Véase también 
Células madre 
- - control pluripotencial, 983, 983f 
- - cultivo, 982f 
- - definición, 978 
- - desarrollo metazoario temprano, 979 
- - masa celular interna como fuente, 981 
- - tipos de células diferenciadas, 982f 
- plasma, 424, 1078 
- plasmáticas, 1079 
- polarizadas, 978 
- presentadoras de antígenos, 1063, 1104 
- procarióticas, 12f 
- progenitoras, 986 
- proliferativas, 1116 
- recombinantes, 480 
- rotura, 427 
- sanguíneas, 728, 728f, 926, 993, 994f 
- - Células madre hematopoyéticas, 993 
- - citocinas, 728 
- - formación, 728f 
- de Schwann, 1023, 1033 
- señales, 673 
- sensibilidad, 684 
- sistema inmunitario, 1102 
- solución hipertónica, 481 
- solución hipotónica, 481 
- somáticas, 235, 978, 984 
- - generación celular de IPS, 984 
- - tipos, 978 
- - transposición dentro, 235 
- - trasplante nuclear, 985f 


tamano crítico, 892, 908 

- tinción Muorescente, 408 

- tipos, separación por citometría de flujo, 400 

- transformadas, 204, 400 

tumorales, 1113 

análisis de micromatrices de DNA, 1123, 
1124f 

análisis sistemático, 1119 

aparición, 1121 

células normales comparadas con, 1122 

circulantes, 1116 

expresión de telomerasa en la 
inmortalización, 1148 

- - metastásicas, invasoras, 1115 

- - producción de energía, 1123f 

- - producción de telomerasa, 1149 

- vaina del haz, 570 

- variación de la densidad, 930f 

vegetales, 425f 

Celulosa, 39 

Centimorgan (cM), 181 

Centrifugación 

- diferencial, 93, 427, 428f 

- gradiente de densidad, 93, 108f 

- - en equilibrio, 427, 428f 

- purificación de proteínas, 93, 94f 

- separación de los orgánulos, 427 

Centro reactivo, 555, 563 

- definición, 555 

- PSII, 561 

Centrómeros 

- complejidad, 271 

- definición, 852, 876 

- variación de longitud, 271 

Centros organizadores de los microtúbulos 

- centrosomas, 825, 826f 

- crecimiento microtubular, 830f 

- definición, 824 

- ensamblado microtubular, 825, 825f 

Centrosomas 

- centríolos, 824 

- definición, 876 

- duplicación, 849 

- estructura, 825f 

- material pericentriolar, 825 

Cepas celulares, 399 

CFTR, 206c 

Chaperonas 

- chaperoninas, 73, 75 

- cochaperonas, 75 

- definición, 72 

- familia Hsc70, 584 

- ilustración del plegamiento de las proteínas, 
74f 

- importancia, 72 

- moleculares, 73 

- plegamiento y ensamblado de proteínas, 598 

- unión al ATP, 72 

Chaperoninas 

- definición, 73 

- GroEL/GroES, 75 

- plegamiento de las proteínas, 605 

- - ilustración, 75 

Charcot-Marie-Tooth, enfermedad de, 1035 

Chironomous tentans, 367 

Chlamydomonas, 773 

Cianobacterias, Véase Bacterias 


' 


Ciclinas 
descubrimiento, 923 
destrucción, 9241 
determinación de la actividad CDK, 885 
- fase 5, 884 
función en el ciclo celular, 884 
- G 1,884 
- G1/S, 884 
- inhibidores de CDK en el control de la 
actividad, 888 
mitóticas, 884, 886f 
- regulación de la actividad, 887c 
- replicación por degradación de proteínas, 887 
- tipo D, 1139 
Ciclo del ácido cítrico, 524 
- definición, 527 
- ilustración, 528f 
- vía glucolítica, 529c 
Ciclo celular, 873 
- anafase, 875 
- análisis genético, 877, 878f 
- cinasas dependientes de ciclina, 875 
- compromiso, 890 
- definición, 15, 873 
- fase Gl, 15, 874 
- fase G2, 15, 874 
- fase M, 14, 874 
- fase S, 14,874 
- generalidades, 875 
- ilustración, 15f, 874f 
- ingreso, 833, 898 
- - señales extracelulares, 892 
- interfase, 876 
- mecanismos de vigilancia de la regulación, 
906 
- meiosis, 913 
- metafase, 875 
- organismos modelo y métodos de estudio, 
877 
- procesos, 906f 
- profase, 875 
- proteínas, 16 
- puntos de control, 1123 
- regulación, 881 
- regulación de la transición, 883, 883f 
- respuesta de daño del DNA, 905, 909f, 910f 
- telofase, 876 
Ciclo Q, 537, 537f 
Ciclo de la transferrina, 660f 
Ciclo vital 
- animales, 164f 
- bacterias, 163f 
- definición, 162 
- estadios, 162 
- virus DNA, 161 
- virus envueltos, 164 
Cilios 
- definición, 844 
- dineína axonémica, 845, 846f 
- motores basados en microtúbulos, 844 
- Organización estructural, 844f 
- orgánulos sensoriales en las células en 
interfase, 847, 848f 
- par de microtúbulos largos, 844 
- primarios, 847, 848f 
- - defectos, 847 
- - definición, 847 
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Cilios (Cont.) 

- - Oorgánulos sensoriales sobre las células en 
interfase, 847, 848f 

- transporte intraflagelar, 846, 847f 

Cinasa(s) 

- activadoras de CDK, 888 

- asociadas a la pared, 970 

- dependientes de ciclina (CDK), 149 

- - alelos, 889 

- - ciclo celular, 875 

- - determinación de la actividad de la ciclina, 
885 

- - fase G1/S, 883 

- - funciones, 889 

- - G1,883 

- - regulación de la actividad, 883, 887c 

- Jun N-terminales, 744 

- del receptor P-adrenérgico (BARK), 706, 757 

Cinesinas, 852 
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- - estructura, 835f 
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- - movimiento de vesículas, 833 
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- separación a los polos, 857 

- superfamilia, 836, 836f 

- transporte de orgánulos, 841 

Cinetocoros 

- adhesión de los microtúbulos, 855 

- biorientados, 918 

- coorientados, 918 

- definición, 273, 850, 876, 899 

- estructura, 853f 

- levaduras, 853 

- microtúbulos, 850 

Cinturón adherente, 776 

Cisteína, 35, 35f 

Cisternas, 425, 426f 
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- definición, 375, 993 

- desarrollo celular, 728 

- estructura general y activación, 729 
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- producción de células T, 1100 
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- definición, 776, 851, 876, 905 
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- ilustración, 851f 

Citocromo c oxidasa, 539 

Citocromos, 534 

Citoesqueleto 
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- definición, 14, 774 
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- endosoma, 424 
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Citoqueratinas, 862 
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- dirección de las proteínas a los orgánulos, 602c 
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- definición, 429 
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Claudina, 941 

Cleisinas, 265 

Clones y clonación (DNA), 183 
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- definición, 185 
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- secuenciación, 195 
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- definición, 552 

- estructura, 553f 
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- estructura celular, 553f 

- evolución, 427 

- fotosistemas, 561, 561f 
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- síntesis de sucrosa, 567 

Coactivadores, 311 

Código epigenético, 261 

Código genético 
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Código de la histona, 259, 260 
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- E iniciación, 131 

- significado, 131 
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zimas, 83 

(End) 535, 535f 

Cofactores, 83 

Cofilina, 782 
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- definición, 896 

- meiosis, 916f 


- mitosis, 917f y 
modelo de conexión, 897f 
la segmentación, 903, 903f 


romosomas, 915 


o de bases no estándar, 133 
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defensa del huésped, 949c, 952 

definición, 946 

fibilar, 949c, 951, 952f, 953f 

- biosíntesis, 952f 

características, 949C 

- - definición, 951 

ensamblado, 953 

interacciones con los colágenos no fibrosos, 
953, 953f 

matriz extracelular de los tejidos 
conjuntivos, 951 

- - secreción, 952 

tipos 1 y 11, 953 

formación de láminas y anclaje, 949c, 952 

tipo IV, 946, 949, 949f 

transmembrana, 949c, 952 

- triple hélice, 948, 948f 

Colapso de la horquilla de replicación 

- definición, 156 

- reparación, 155, 156f 

Colas de histona 

- definición, 258, 315 

- hipoacetilación, 318 

- lisinas, 258 

- modificaciones, 258 

Colchicina, 829 

Colesterol, 449, 452 

- mecanismos de transporte, 469, 469f 

- microdominios de la membrana, 454 

- síntesis de enzimas, 466 

- vía biosintética, 467f 

Colorantes fluorescentes, 409 

Compartimento del retículo endoplasmático al 

aparato de Golgi, 642 

Compensación de dosis, 262 

Complejo(s) 

- Arp2/3 

“ - ensamblado de actina, 788 

- > ensamblado de filamentos ramificados, 785 

- - nucleación de la actina, 786f 

- = regulación por WASp, 786f 

- de ataque de la membrana, 1062 

- Augmina, 825, 858 

- Condensina, 902 

i distrofina-glucoproteína 

== Células musculares esqueléticas, 964f 

= - efectos, 965 

Es relación con la matriz extracelular, 23, 964 

- €éXOn-unión, 356 


- del factor de transcripción E2F, 887 
- H2, 1081 
- de iniciación 
- - 485,139 
- - 805, 139 
- - definición, 298 
- - ensamblado in vitro, 300f 
- modelo estructural, 301f 
- mayor de histocompatibilidad, 1081, Véase 
también Moléculas del complejo mayor 
de histocompatibilidad 
- - complejos peptídicos de clase 1, 1088 
- - complejos peptídicos de clase II, 1091 
- - definición, 1081 
- - función, 1081 
- - ilustración de la vía de clase 11, 1090f 
- - organización, 1082f 
- - recombinación, 1081 
- - restricción, 1082 
- - unión al antígeno peptídico, 1084, 1086f 
- Par apical, 1002 
- de pasajero cromosómico (CPC) 
- - durante la anafase y la telofase, 858f 
- - regulación del microtúbulo y el cinetocoro, 
855, 856f 
- de los poros nucleares (NPC) 
- - definición, 365, 615 
- - modelo de pasaje del transportador, 366f 
- - moléculas que ingresan o salen, 615 
- - niveles de resolución, 616f 
- - salida e ingreso a través de, 366 
- - vista por tomografía crioelectrónica, 423f 
- de preiniciación 435, 139 
- promotor de la anafase, 888 
- de proteínas adaptadoras, 646 
- de proteínas FO y Fl, 546 
- que absorben la luz, 556 
- - cianobacterias y plantas, 558f 
- - definición, 555 
- - eficiencia de la fotosíntesis, 557 
- receptor-ligando, 657 
- receptor-transferrina, 659 
- de reconocimiento de exones cruzado, 357 
- de reconocimiento del origen, 894 
- de remodelación de la cromatina, 1129 
- ribonucleoproteicos, 348 
- Sec61, 583f, 584f 
- Sec63, 584 
- de segmentación y poliadenilación, 358c 
- - definición, 359 
- - pre-mRNA, 358 
- de silenciamiento inducido por RNA, 372 
- sinaptonémico, 915 
- trithorax 
- - control epigenético, 330 
- de unión al capuchón nuclear, 360 
Complementación funcional 
- búsqueda en genoteca, 188 
- definición, 188 
Complementación genética, 227 
Complementariedad, 24f, 32 
molecular 
- - definición, 33, 77 
- - ilustración, 24f 
- - interacciones no covalentes, 32 
- receptor y ligando, 675 
- unión a la hormona de crecimiento, 676f 
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- - UNiÓn a proteínas, 32 
Complemento 

- definición, 1063 

- vías activadoras, 1063, 1064f 
Concentración micelar crítica, 463 
Conexinas, 943 

Conformaciones 

- abiertas, 73 

- definición, 59 

- determinación por métodos físicos, 104 
Constante de disociación 

- definición, 46, 681 

- medida de afinidad del receptor, 681 
Constante de equilibrio, 43 
Contracción muscular, 819 

- basal, 819 

- diagrama esquemático, 820f 

- experimento, 819 

- investigación, 820 

- regulación 

- - Ca2+, 803f, 804f 

- - mecanismo dependiente de la miosina, 804 
Control génico 

- bacterias, 281 

- componentes, 345 

- eucariótico, 288 

- postraduccional, 335 

- postranscripcional, 335 

- - generalidades, 348f 

- - mecanismos citoplasmáticos, 370 
Conversión de genes, 159 
Conversión del piruvato, 520, 526 
Cooperatividad, 88, 88f 

COPI, vesículas, 642 

COPII, vesículas, 634, 636, 636c 

- andamiaje estructural, 641 

- estructura tridimensional, 641f 

- formación, 639 

- mediación del transporte, 640 
CoQH2-citocromo c reductasa, 538 
Correpresores, 318 

Corriente citoplasmática, 807, 807f 
Corteza celular, 776 

Corteza visual, 1047 
Cotransportadores, 502 

- acoplados a Na+, 502 

- aniones, 506 

- ATP/ADP, 550 

de Ca2+ ligado a Na+, 504 
cationes, 504 

- Clú/HCO30, 505, 506f 

- definición, 476 

- Na+/aminoácidos, 503 

- - con compuerta de voltaje, 1026, 1026f, 1028f 
- - estructuras secundarias, 1030f 
- - inactivación transitoria, 1028f 
- - modelo operativo, 1026f 

- - período refractario, 1029 
Na+/una glucosa, 503, 503f 

- de protón/sucrosa, 507 
regulación del pH citosólico, 505 
tres Na+/un Ca2+, 504, 505f 

- unitransportadores, 502 
Cremalleras de leucina, 66 

- proteínas, 310 

Crestas, 525 

Crick, Francis, H., 7, 7f 


Criptas, 989, 990f 
Cristalografía de rayos X, 104, 104f 
Cromátida(s) 
- biorientadas, 915 
- coorientadas, 915 
- cromosomas en metafase, 266 
- entrecruzamiento, 915 
- hermanas 
- - definición, 875 
- - progresión en estadios, 876 
- - unión a la cohesina, 850 
- de la mitad de profase, 265 
Cromatina 
- condensación y control de la función, 258 
- conservación de la estructura, 258 
- definición, 224, 256 
- descondensación, 319f 
- estructura de la fibra de 30 mm, 258, 259f 
- forma condensada, 256, 256f 
- forma extendida, 256, 256f 
- hiperacetilada, 259 
- hipoacetilada, 259 
- inmunoprecipitación, 297, 297f 
- en interfase, 265 
- - factores de transcripción, 265 
- regiones del cromosoma, 256 
- unidad estructural, 315 
Cromatografía 
- por afinidad, 98, 99f 
- - con el DNA específica de la secuencia, 305 
- - definición, 96 
- - espectroscopia de masa en serie (LC-MS/ 
MS), 105, 108f, 109, 109f 
- de inmunoafinidad, 97 
- de intercambio iónico, 97, 98f 
- líquida 
- - filtración en gel, 97, 98f 
- - inmunoafinidad, 97 
- - intercambio de ¡ones, 97, 98f 
- - separación de proteínas, 96 
- - técnicas, 97f 
Cromodominio, 261, 330 
Cromosomas 
- amplificación, 270 
- captura y orientación durante la prometafase, 
852, 854f 
- ciclo celular, 874f 
- condensación, 900 
- definición, 15, 225, 876 
- DNA celular, 14 
- duplicación, 228 
- - alineación por motores y la dinámica de los 
microtúbulos, 855 
- eucarióticos, 256 
- - elementos funcionales, 266 
- - morfología, 266 
- - Organización estructural, 256 
- haplotipos, 209, 209f 
- homólogos, 915 
- en interfase, 263f, 264, 269 
- - amplificación del DNA, 269 
- - territorios, 264, 264f 
- en leucemia linfoblástica crónica, 1143 
- en metafase, 265 
- - cariotipo, 267 
- - condensación, 265 
- - cromátides, 267 
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Cromosomas (Cont. ) 
- = estructura, 265 
- - ilustración, 265f 
- Patrones de bandeo, 267 
- Mitosis, 14f 
- movimiento hacia los polos, 855, 857f 
- primates, evolución, 268( 
- recombinante, 159 


- relación entre los mapas genéticos y los físicos, 


210 
- territorios, 264 
traslocaciones, 267f 
unión al huso mitótico, 900f 
unión anfitélica, 901 
unión estable, 901f 
unión inestable, 901f 
unión merotélica, 90] 
unión monotélica, 901 
unión sintélica, 901 
- X, 261, 331 
- - inactivación, 262 
- - - mamíferos, 332, 332f 
Cuerpo(s) 
- basal, 844 
- de Cajal, 391 
- densos, 863 
- embrioides, 982 
- nucleares 
- - de Cajal, 391 
- - definición, 391 
- - leucemia promielocítica, 391 
- - primeros observados, 392 
- P 
- - definición, 373 


- - sitios de represión de la traducción, 377 


Cultivos celulares 

- Células MDCK, 401, 402f, 453 

- cepas celulares, 399 

- colonia, 399 

- en crecimiento, 397 

- en dos dimensiones, 402 

- estadios, 400f 

- fibroblastos, 400 

- híbridos, 402 

- líneas celulares, 400 

- medio de selección, 403 

- medios, 398 

- primarios, 399 

- regulación del ciclo celular, 881 

- solución amortiguada de sal, 464 

- transformación, 400 

- transformación en células tumorales, 
1118 

- tridimensional, 401 
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Daltons, 62 

Darwin, Charles, 4 

Dedo de cinc 

- definición, 309 

- estructuras secundarias, 65 
- proteínas, 308 

- tipos de estructura, 308 
Defensinas, 1066 


Deficiencia de la adhesión leucocitaria, 967 


Degradación lisosómica, 661 
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- mecanismo de señalización del descenso 
regulado, 732 

- transporte de proteínas a la membrana 
plasmática, 732 

Dendritas, 1010, 1020 

Densidad del mapa electrónico, 104 

Densidad postsináptica, 1037 

Desacetilación de la histona, 318 

Desaminación, 152 


Desaminasa inducida por la activación, 1077, 


1080 
Descenso regulado 
- por GPCR/CAMP, 705 
- Mecanismos, 731 
- represión por retroalimentación, 706 
Desensibilización 
- Células, 683 
- GPCR, 705f 
- heteróloga, 706 
Desequilibrio en el ligamiento, 209, 209f 
Desequilibrio T-G, reparación, 154, 155f 
Desmina, 862 
Desmosomas, 935, 938f 
Desnaturalización 
- definición, 72, 121 
Desnaturalizantes, 72 


Desorción/ionización láser asistida en la matriz 


(MALDI), 102, 102f 
Desoxirribonucleótidos (ANTP), 197 


Desoxirribonucleótidos trifosfato con marcación 


fluorescente, 196 
Despolarización 
- definición, 695, 1021 


- hélice $4 sensora de voltaje en respuesta a, 


1030 
- membrana, 1044 
- membrana plasmática, 1025f 
- neurona, 1020 
Despurinación del DNA, 153 
Detergentes, 463 
- concentración micelar crítica, 463 
- definición, 462 
- eliminación de las proteínas, 462 
- estructuras, 463f 
- iónicos, 463 
- no iónicos, 463, 464f 
Deuterostomas, 19 
Diabetes insípida, 483 
Diabetes mellitus, 766 
1,2-diacilglicerol (DAG), 708 
- activación de la proteincinasa C, 708 
- síntesis de segundos mensajeros, 709f 
- vía 1P3, 771f 
Dictyostelium, 813 
Difusión 
- definición, 474 
- transporte en la membrana, 473 
- velocidad, 475 
Dímeros de tubulina 0.B, 822, 824f 
Dinactina, 839 
Dinamina 
- definición, 647 
- hidrólisis del GTP, 648f 
Dineína 
- cooperación con cinesina, 841 
- estructura del dominio, 839f 
- orientación en la mitosis, 851 


- regulación, 830, 8411 
ración en los polos, 857 


- sepa A 
extremo (4) de los 


- transporte hacia el 
microtúbulos, 837 

Diploides 

- crecimiento de ) Í 

- mutaciones letales recesivas, 176 

ipolos 

adn 270 

- molécula de agua, 28f 

- momento, 26 

- transitorios, 29 

Disacáridos, 39, 39f 

Distribuidor de células activado por 

fluorescencia 
- procedimiento, 400f, 401 
Distrofia miotónica tIpO [, 232 


Distrofias musculares 
conexiones con la matriz extracelular y el 


citoesqueleto, 964 
- definición, 793 
- de Emery-Dreifus, 863 
Distrofinas, 793, 964, 965 
Distroglucano, 964 
Diversidad combinatoria, 939 


División celular 
- asimétrica, 15, 905, 977, 997, 1003, 1005f 


- - características generales, 997f 
- - células hijas, 977 
- - definición, 16 
- - mecanismo, 997 
- - neuroblastos, 1005f 
- - proteínas Par, 997, 1000f, 1004 
- compromiso irreversible, 890 

- control, 873 

- Drosophila melanogaster, 16 

- Escherichia coli 

- huevos fertilizados, 19f 

- meiosis, 913 

- mutaciones, 1139 

- patrones durante el ciclo vital, 881f 
- polarización celular, 998 

- replicación de los cromosomas, 873 
- Saccharomyces cerevisiae, 176 

- segregación de las células hijas, 874 
- simétrica, 977 

- vías de los puntos de control, 874 
DNA (ácido desoxirribonucleico), 36 
- aislamiento directo, 193 

- alfoide, 273 

- amplificación, 1125 

- análisis por citometría de flujo, 882f 
- B,118,118f, 119 

- bases, 7 

- bicatenario, 7, 119 

- circular, 121 


- clonación, Véase Clones y clonación (DNA) 


- cloroplasto, 251 
- Composición génica, 2 


- Conversión de la información codificante, 10f 


- daño por carcinógenos, 1144 
- definición, 115 

- despurinación, 153 

- elementos móviles, 223, 234 

- €Spaciador no clasificado, 233 
- estrés de torsión, 12] 

- expresión de shRNA, 433f 


saccharomyces cerevisige 
,16f 


- forma A, 118, 118f 
- forma B, 118, 118f 
- hijo, 146 
- interacción con proteínas, 120 
- ligasas, 183 
- longitud, 224 
- micromatrices, Véase Micromatrices (DNA) 
- mitocondrial, Véase mtDNA 
- molde, 124 
- molécula, 8f 
- no codificante, 229 
- - genomas, 231 
- - organización cromosómica, 231 
- orgánulo, 245 
- paterno, 156 
- pérdida del sistema de reparación, 1146 
- punto de control del daño, 1141 
- recombinante 
- - definición, 182 
- - molécula de DNA paterno, 160 
- - replicación, 183 
- - tecnología, 182 
- repeticiones dispersas, 232 
- repetido, 224 
- retroviral, 238f 
- secuencia simple, 231, 232f 
- separación reversible del haz, 121 
- sitios de unión al represor, 307 
- SV40, 147, 147f, 148f 
- transposones, Véase Transposones 
- vector, 182 
cDNA (DNA complementario) 
- bibliotecas, 185, 186f 
- bicatenario, 187 
- búsqueda en la biblioteca, 189f 
- transcripción reversa, 187 
mtDNA (DNA mitocondrial) 
- Amoebidium, 248 
- Arabidopsis thaliana, 247 
- cantidad total en las células, 246 
- capacidad de codificación, 246 
- detección, 245 
- Drosophila melanogaster, 251 
- herencia citoplasmática, 246 
- mutaciones, 250 
- Plasmodium, 247 
- proteínas codificadas, 247 
- ratones, 250f 
- Reclinomonas americana, 249 
- replicación, 245 
- tamaño, 245 
- Tetrahymena, 248 
DNA polimerasas 
- corrección de prueba, 152, 153f 
- errores de copiado, 151 
- replicación del DNA, 146 
- uso del mecanismo de reparación del DNA, 
1146 
Doble hélice 
- cadenas antiparalelas complementarias, 119 
- definición, 8 
- ilustración, 7f, 119f 
Dogma central, 116 
Dominio(s), 67f 
- de activación 
- - ácidos, 311 
- - definición, 308 


- - descondensación de la cromatina en 
respuesta a, 320f 
- interacciones mediadoras, 320 
- - puente molecular entre, 320 
- - regulación de la transcripción, 311 
- carboxilo terminal, 293 
combinación de estructuras secundarias, 65 
cremalleras de leucina, 66 
de cromosombra, 261 
- dedo de cinc, 66 
- de destrucción, 888 
- 1,938 
- PDZ, 491 
- proteicos 
- - definición, 67 
- - EGF 68 
- - estructurales, 67 
- funcionales, 67 
- - módulos de estructura terciaria, 67, 67f 
- - naturaleza modular, 68f 
- - topológicos, 67 
- de las proteínas funcionales, 67 
- PTB, 730 
- de reconocimiento del RNA, 350 
- de represión 
- - definición, 309 
- - regulación de la transcripción, 311 
- secuencia, 66 
- sensor de los esteroles, 468, 763 
- SH2 
- - definición, 730 
- - modelo superficial, 730f 
- - unión, 730 
- SH3, 738, 738f 
- de unión al DNA, 306 
- - clasificación, 308 
- - cooperativos, 313, 313f 
- - ilustración, 310f 
- - proteínas de la cremallera de leucina, 310 
- - proteínas del dedo de cinc, 309 
- - proteínas de homeodominio, 309 
- de unión al RNA 
- - conservados, 349 
- - proteínas hnRNP, 349 
- de unión a la poli-K63 ubiquitina, 759 
- de unión a la ubiquitina, 92 
Drosophila melanogaster 
- activación Ras, 736f 
bandeo, 270f 
células madre de la línea germinal, 987, 987f 
- cromosomas politénicos, 360 
- desarrollo muscular y nervioso, 19 
- diferenciación sexual, 226 
división celular, 14 
división celular asimétrica, 1003 
- elementos móviles, 236 
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- definición, 125 

- disposición, 127 
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- - familia de genes, 228 

- - número en el genoma, 254 

- - secuencias reguladoras, 302 

- - solitarios, 228 

- - transcripción, 125 

- región codificante, 9 

- región reguladora, 9 

- regulación del desarrollo, 19 

- respuesta retrasada, 892 

- respuesta temprana, 741, 892 

- de shock térmico, 325 

- Supresores tumorales, 1113, 1128 

- - definición, 1113 

- - funcionamiento de los genes apoptósicos, 

1143 

- - mutación por pérdida de la función, 1128 

Genética clásica, 171, 171f 

Genética inversa, 172, 173f 

Genomas 

- definición, 15, 61 

- DNA no funcional, 230 

- elementos del DNA transponibles, 223 

- eucarióticos, 224 
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254, 255f 

- organización, 223 
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- hibridación, 188 

- levadura, 188, 190f 
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Glicina, 35, 35f 

Glioblastomas, 1115 

Gliomedina, 1035 

Glucoforina, 457 

- C, 791 

Glucógeno, 39 

- definición, 699 

- estimulación, 702 

- fosforilasa, 701, 712 

- inhibición, 702 

- síntesis y degradación, 702f 

Glucolípidos, 449 

Glucólisis 

- aporte de energía, 521 

- definición, 519 

- ejemplo de catalizador, 520 

- liberación de energía libre, 55 


- primer estadio de la oxidación de la glucosa, 
520 
- velocidad, 520 
Glucoproteínas, 461 
- cadena de oligosacáridos ligada al N, 644f 
- definición, 594 
- fibras de celulosa en la matriz, 968 
- oligosacáridos, 595 
Glucosa 
- conversión a piruvato, 520 
- depleción, 284 
- fermentación, 522 
- mediada por proteínas GLUT, 478f 
- metabolismo, 523, 523f 
- - anaerobio o aerobio, 523f 
- Oxidación 
- - aerobia, 527f 
- - ciclo del ácido cítrico, 526 
- - conversión del piruvato, 526 
- - estadios, 520, 526 
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- - transferencia de electrones, 532 
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- transporte facilitado, 477 
- transporte transcelular, 508, 508f 
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- disacáridos repetidos, 954f 
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- rol en la matriz extracelular, 955 
- secuencia del pentasacárido, 955f 
GLUTI 
- captación celular de glucosa mediada por, 478f 
- catalizador, 478 
- definición, 478 
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- membrana del eritrocito, 478 
GLUT?, 480, 508 
GLUT3, 479 
GLUTA4, 429, 480 
- moléculas, 764 
- superficie celular, 765 
- traslocación, 766f 
GLUTS5, 480 
Glutamato, 34, 34f 
Glutamina sintetasa, 7f, 35, 36f 
cGMP fosfodiesterasa, 695 
Golgi, aparato de 
- cis, 628, 644 
- definición, 425 
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- medial, 629, 633, 644 
- microfotografía electrónica, 644f 
- organización, 643 
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mia procesos biológicos, 495 - enlace no covalente, 87 Hialuronato, 956 o 
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Grupo de alta movilidad, 267 - - velocidad, 678 día Iticolor, 267 
- ancladas a la cola, 590, 592 - transducción de la señal, 719 H edivición 
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- marcado, 203, 204f Haplotipos, 209, 209f - definición, 33 
- masa, 100 Hedgehog, secreción, 988 - enlaces peptídicos, 549 
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Grupo Il, 356 - núcleos de la levadura, 317f Hoja “OA reductasa, 467 
Grupos protésicos, 84 Heteroduplas, 158f ) 


- almidón, 552, 552f 


1-14 ÍNDICE ANALÍTICO 


- anatomía de los vegetales C4 y vía C4, 5714 
- estructura celular, 553f 

Holliday, estructura 

- definición, 157 

- resolución, 159 

- resolución alternativa, 159f 
Homeodominio, 309 

Homocigosidad, 317 

Homólogos, 259 
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- CDK mitóticas, 898 

- clases de microtúbulos, 851, 852f 

- definición, 850, 876 
- formación, 858, 858f 

- función, 898 

- organización por los centrosomas, 899 
- separación, 857f 
- unión del cromosoma, 900f 
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Inhibición por retroalimentación, 88 

Inhibidor de la disociación del nucleótido 
guanina, 811 

Inhibidor regulado por el hemo, 379 

Inhibidores de CDK (CKI) 


- control de la actividad de la ciclina-CDK, 888 


- definición, 888 

- fase S. degradación, 892 
Iniciadores, 295 
Inmunidad 

- adaptativa, 1065 


- definición, 1059 

- innata, 1061 

- vacunas, 1105 

Inmunoelectrotransferencia 

- definición, 100 

- ilustración, 101f 

Inmunoglobulinas 

- cadenas livianas, 1069 

- cadenas pesadas, 1068 
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- ensamblado de la cadena liviana, 1075 

- estructura, 1068f 

- ilustración, 7f 

- isotipos, 1068 
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- reorganización somática, 1111 
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- ensayos, 685 

Inositol 1,4,5-trifosfato (1P3), 708 
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endoplasmático, 708 
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- glucagon, 765 

- ilustración, 7f 
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- expresión, 964 
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- - complementariedad molecular, 32 
- - definición, 25 
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- - enlaces de hidrógeno, 27 
- - fuerza y estabilidad, 29 
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Interferones, 165 
Interleucinas, 1099 
Intermediarios metabólicos, 520 
Interneuronas, 1020, 1022 
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- auto-empalme, 358, 359f 
- definición, 127, 225 
- empalme del RNA, 350, 351f 


- eucarióticos, 128, 225 

- grupo 1, 356, 389, 3891 

- grupo 11, 3891 

- premRNA (mRNA precursor), 356 
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- - bases, 46 

- K+, 489, 496, 498 
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- selectividad y transporte en los canales de K+ 
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- Dscam, 364, 1140 
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KDEL 

- receptores, 641, 643f 

- señales para la distribución, 642 
Kearne-Sayre, síndrome de, 250 
Kozak, secuencia, 140 
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Lámina basal, 945 

- colágeno de tipo IV, 947, 948f, 950f 

- componentes proteicos, 947, 947f 
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- perlecán, 947 

- proteoglucanos, 951 

- separación de las células, 946f 
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Laminina 
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- ilustración, 948f 

LC-MS/MS (espectroscopia de masa en serie) 

- definición, 105 

- identificación de las proteínas en los 
orgánulos, 109f 


- identificación de las proteínas en una muestra 


compleja, 108f 
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Lentivirus, 203 
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Macrófagos, 773 
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Macronúcleo, 271 
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- fosforilación, 739 
- inducción de la transcripción de genes, 74]f 
- no fosforilada, 740f 
- regulación del factor de transcripción, 74] 
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Mapa genético 
- identificación genética, 180 
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Marcado isotópico estable con aminoácidos en 
cultivo celular, 105 
Marcos de lectura, 132, 132f 
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Masa celular interna, 978 
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Mastocitos, 1066 
Material pericentriolar, 825 
Matriz extracelular, 399 
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- tejido conjuntivo, 95] 
' variación de la densidad, 930f 
Matriz mitocondrial 


- 'MPortación de proteínas, 604f 
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compuertas, 1047 

Mediador 
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320 
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- fases de segmentación del cromosoma, 913 
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- factor de transcripción E2F, 891 

- genes codificadores de proteínas, 18 

- inactivación del cromosoma X, 332 
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- - transporte de vesículas en microtúbulos in 
vitro, 8351 
- - visualización celular, 404, 407f 
- de contraste de fase, 405 
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- - imágenes tridimensionales, 424f 
- - muestras cubiertas de metal, 423 
- cortes, 421 
- crioelectrónica, 421, 423f 
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espaciado, 831f 

estabilización por proteínas de unión lateral, 
830 


- estructura, 821 


estructuras superficiales, 844 
fuerzas de tracción y de empuje, 821 
funciones, 822f 

ilustración, 15f 


- inestabilidad dinámica, 827, 828f, 829f 


localizaciones, 823f 
organización, 823 

paredes, 822 

polar, 851 
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Muerte celular 1119 - unión al receptor excitatorio, 1045 
- apoptosis, 1006, 1006f Mutágenos, 172, 1145 - unión al receptor inhibitorio, 1045 
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- estructura, 802f - - deshidratados, 499 - estimulación de la transcripción, 759 
- estructura a través de proteínas estabilizadoras - - fuerzas transmembrana, 503 - vía 
o de andamiaje, 801 - - gradientes de concentración, 494 - - activación, 757, 758f 
- proteínas accesorias, 803f Na+/K+ ATPasa, 489, 489f Nidógeno, 947 
- regulación de la contracción, 801 NAD+ (nicotinamida adenina dinucleótido), 54 No disyunción, 912 
MuSK, 1037 - forma oxidada, 519 Nociceptores, 1048 
Mutaciones, 172 - ilustración, 55f - canales catiónicos con compuerta, 1048 
- análisis genético, 171 NADH Núcleo 
- por aumento de la función, 1125 - ciclo del ácido cítrico, 527 - contenidos, 427 
- por cambio de marco de lectura, 173 - oxidación, 531 - distribución de las proteínas, 577 
- causantes de cáncer, 1114 - transporte de electrones, 532 - modificación del pre-tRNA, 390 
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- dominantes, 172 Neoplasia endocrina múltiple tipo 2, 1133 - FG, 615 
- - efectos sobre el fenotipo, 173f Nernst, ecuación de, 496 - fosforilación de CDK, 898 
- - función de los genes, 173 Neuroblastoma, 1149 - membrana, 614 
- - negativas, 173,729, 1143 Neuroblastos - tipos, 615 
- - pérdida de función, 173 - división celular asimétrica, 1005f Nucleósidos 
- - segregación, 173, 175f - precursores, 1020 - definición, 38 
- fenotipos, 280f Neurofilamentos, 863 - terminología, 38c 
- levadura, 632, 632f Neuronas Nucleosomas 
- mapeo de ligamiento, 208 - aferentes, 1022 - definición, 225, 256 
- marcado de genes mediante la inserción, 194 - cultivo, 1037 - estructura, 255, 256f 
- mtDNA, 250 - definición, 1020 - pares de bases, 314 
- pérdida de la función, 1127 - efectoras, 1022 Nucleótidos 
- puntuales, 151, 173, 1125 - eferentes, 1022 - bases, 7, 38f 
- - conversión de protooncogenes a oncogenes, - excitatorias, 1020 - construcción de ácidos nucleicos, 36 
1125 - flujo de la información, 1020 - definición, 7, 37, 118 
- - definición, 151, 173 - inhibitorias, 1020 - estructuras compartidas, 38f 
- - desaminación, 152 - mitrales, 1050 - formación de la cadena de DNA, 9 
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- terminación prematura de la síntesis de - receptores, 1036 Oligosacáridos (Cont.) 
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- producción de células madre de la línea 
germinal, 987 
Oxidación 
- aerobia 
- - definición, 517 
- - generalidades, 518f 


1-20 [ÍNDICE ANALÍTICO 


- - productos de degradación, 518 
- relación recíproca, 518 
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- transferencia de siRNA, 373 
Plegamiento de las proteínas mediado por 
chaperonas, 73 
Pliegue de inmunoglobulina 
- definición, 1071 
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Recombinación 

- cambio de clase, 1080f 

- definición, 117 

- del DNA 

- - definición, 157 

- - homólogo, 154 

- - reparación de rotura en el DNA bicatenario, 
158, 159f 

- - replicación colapsada, 156, 156f 

- homóloga 

- - definición, 156 

- - elementos de DNA móviles, 243 

- - inicio de la reparación de proteínas, 909 


- - meiosis, 913 


del DNA, 154 


- - reparación NA, | 
ml reparación de replicación colapsada, 157, 
158f | 
- reparación de roturas en el DNA bicatenario, 
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- homólogo, 154, 212f, 909,915 


- meiosis, 181f 
- reparación del DNA, 154 olé 
segregación de los cromosomas, 
- sistema loxP-Cre, 214, 216f 
- somática, 214 
- somático, 214, 1073 ) 
Recuperación de la fluorescencia después del 
fotoblanqueado 
- definición, 402 
- experimentos, 451, 451f 
Red de Golgi trans, 629, 639 
- enzimas lisosómicas con M6P, 648, 649f 
- formación de vesículas, 647 
- membranas, 652 
- transporte de proteínas mediado por vesículas, 
646f 
Red de salida mitótica, 913 
Redistribución de exones 
- definición, 359 
- recombinación, 243f 
- transposición, 244f 
Redox, reacciones, 55 
Reducción 
- definición, 54 
- potenciales, 55, 539, 540f 
- reacciones FAD, 54, 54f 
Reflejo de sacudida de la rodilla, 1023f 
Región constante, 1070 
Regiones codificantes, 9 
Regiones determinantes de la 
complementariedad, 78, 1071 
Regiones no traducidas (UTR), 130, 374f 
Regiones reguladoras, 9 
Regiones de unión a la matriz, 263 
Regulación epigenética 
- complejos Polycomb y Trithorax, 330 
- represión, 327, 330 
- transcripción, 326 
Regulación pluripotencial, 983, 983f 
Regulación de la transcripción combinatoria, 
312, 313f 
Regulador de transmembrana de la fibrosis 
quística (CFTR), 494, 494f 
Reguladores de la respuesta, 285 
Remodelado del citoesqueleto, 1089 
- definición, 654, 776 
- dinámica, 789f 
- Teconocimiento y eliminación de los 
patógenos, 789 
Renaturalización, 121 
Reorganización de los genes somáticos 
- definición, 1073 
- generalidades, 1074 
- Mecanismo, 1077f 
Reorganización somática, 1111 
Reparación acoplada a la transcripción, 155 
Reparación del DNA 
- acoplada a la transcripción, 155 
- Corrección de prueba, 152, 153f 
- defectos, 151 
- escisión, 151 


- escisión de bases, 152, 1521 
- por escisión de nucleótidos, 153, 154f 
- - definición, 155 
-- dímeros de tiamina-tiamina, 155, 155f 
-— ilustración, 155f 
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- forma de replicación colapsada, 156, 158f 
- recombinación, 155 
- - homóloga, 155 
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- unión de extremos no homólogos, 155 
Repeticiones directas, 236 
Repeticiones invertidas, 236f 
Repeticiones terminales largas 
- DNA retroviral integrado, 1128 
- retrotransposones, 237 
Replicación 
- bidireccional, Véase también Replicación del 
DNA 
- - crecimiento, 149 
- - mecanismo, 149f 
- - en SV40, 149f 
- del DNA, 145 
- - bidireccional, 146, 149, 149f, 150f, 185 
- - cadena líder o conductora, 147, 148f 
- - cadena rezagada o retrasada, 147 
- - colapsada, 156, 156f 
complicaciones, 146 
- - compromiso, 890 
- - conexiones con la cadena de DNA 
duplicada, 896 
- - DNA polimerasas, 146 
- - experimento de Meselson-Stahl, 146f 
- - fragmentos de Okazaki, 146 
- - helicasa replicativa, 148 
- - herencia entre divisiones meióticas, 918 
- - mecanismos de iniciación, 893, 895f 
- - mutación, 151 
- - orígenes, 270 
- - proteínas, 147 
- SV40, 147, 148f 
- del DNA mitocondrial (mtDNA), 245 
- del DNA recombinante, 182 
- orígenes, 270 
- regulación de las proteínas no histonas, 265 
Repolarización, 1021 
Represión, 318 
- complejo Polycomb, 330 
- dirección del RNA no codificante, 331 
- factores de remodelación de la cromatina, 
319 
- mediada por cromatina, 315 
- metilación del DNA, 327 
- por retroalimentación, 705 
- traducción del miRNA, 370 
- trans, 332 
- transcripción, 314 
Represores 
- correpresores, 313, 318 
- desacetilación de la histona, 318 
- empalme, 361 
- inhibición de la transcripción, 308 
- lac, 282 
- regulación de la transcripción, 283 
- unión a las regiones del DNA, 282 
Resolución, 404 
Respiración 
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- anacrobia, 519 

- celular, 53 

- control, 55] 

- definición, 519 

- fotorrespiración, 569 

Respuesta inmunitaria 

- adaptativa, 1063f, 1065f 

- innata, 1065f 

- policlonal, 1069 

Respuesta de proteínas no plegadas, 600f 

Retículo endoplasmático, 14, 425, 486 

- liso, 425 

- membrana 

- - Cara citosólica, 466 

estructura, 580f 

inserción de proteínas, 587 

mediación del transporte al aparato de Golgi, 
640, 641f 

partícula de reconocimiento de la señal, 582, 
582f 

- - proteínas, 587f 

- - proteínas secretoras, 581f 

- - rugoso, 580, 580f 

- - secuencias señalizadoras, 580 

- - señalización de las proteínas, 577, 579 

- - síntesis de fosfolípidos, 464, 466f 

- - traducción y traslocación, 581f 

- - traslocación cotraduccional, 583f 

Retículo sarcoplásmico, 486, 802 

Retinoblastoma 

- hereditario, 1128 

- somático, 1128, 1129f 

Retrotransposones, Véase también Transposones 

- definición, 235 

- ilustración, 235f 

- LTR, 238, 238f 

- - ERV, 240 

- - estadísticas, 239 

- - estructura, 238f 

- movimiento, 235 

- no LTR, 240 

- no virales 

- - definición, 240 

Retrovirus 

- de acción lenta, 1127 

- ciclo vital, 166f 

- complejos ESCRT, 664 

- definición, 164 

- endógenos, 240 

- gemación de la membrana plasmática, 662 

- lentivirus, 203 

Rho 

- movimiento celular, 813f 

- organización de la actina, 810, 810f 

- regulación, 811f 

- regulación coordinada, 812 

Ribosomas 

- componentes eucarióticos, 136f 

- componentes procarióticos, 136f 

- composición, 9 

- definición, 71 

- formación, 130 

- mitocondrias, 250 

- reciclado rápido, 142 

- síntesis de proteínas, 136 

Ribozimas, 78, 123, 391 

Riñón canino de Madin-Darby (MDCK), 401, 


4021, 453, 653,936 
RNA (ácido ribonucleico) 
- asociado al sitio de inicio de la transcripción, 
297 
- asociado a virus, 379 
- auto-empalme, 124 
- bases complementarias, 121 
- catalítico, 79, 389 
- clases transcritas, 292c 
- conformaciones, 122 
- definición, 36 
- dominios plegados, 123 
- empalme, 128, 229 
- - alternativo, 129, 129f 
- estructura, 121, 123f 
- - estructura, 123f 
- - secundaria, 123f 
- funciones, 9 
- guía, 248 
- hidrólisis catalizada por bases, 120f 
- inestabilidad, 116 
- mensajero, Véase mRNA (RNA mensajero) 
- micro, 9 
- molécula, 8f 
- no codificante, 331 
- - de proteínas, 229, 229c 
- - represión epigenética, 331 
- - represión trans 
- nucleótidos, 36 
- de proteincinasa (PKR), 379 
- ribosómico, Véase 'RNA (RNA ribosómico) 
- secuencias, 10 
- síntesis, 123, 124f 
- traducción, 9 
- de transferencia, Véase ¡RNA (RNA de 
transferencia) 
hnRNA (RNA nuclear heterogéneo) 
- ciclado de las proteínas, 351f 
- definición, 350 
- funciones, 350 
¡RNA (RNA de interferencia) 
- definición, 84 
- descubrimiento, 374 
- especificidad, 218f 
- inactivación génica, 216, 218f 
- inducción de la degradación, 373 
- supresión génica, 436f 
siRNA (RNA de interferencia corto) 
- análisis genético con siRNA, 435 
- definición, 217, 371 
- desactivación, 375, 432 
- desactivación de la expresión, 432 
- diseño, 347 
- expresión del shRNA, 433f 
- plantas, 372 
mRNA (RNA mensajero) 
- capuchón 5” metilado, 130f 
- ciclo vital, 348f 
- código genético, 131 
- codón de detención, 132 
- codón de iniciación, 131 
- codones, 131 
- cola 3'poli(A), 358 
- copias genómicas no funcionales, 243 
- cuerpos P, 375 
- decodificante, 131 
mRNA (RNA mensajero) (Cont.) 
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- definición, 10, 132 
- degradación en el citoplasma, 375 
- destrucción por IRNA, 216 
- detección, 198 
- estructura circular, 144f 
- eucariótica, 130, 225 

- exportación del núcleo, 619, 620f 

- Marcos de lectura, 132, 134f 

- materno, 979 

- monocistrónico, 225 

- policistrónico, 225 

- precursor, 128 

- rol, 131f 

- secuencia de nucleótidos del DNA, 115 

- secuencias, 70 

- síntesis, 21 

- TfR, 379 

- TOP, 376 

- traducción, 116 

- transporte a través de la envoltura nuclear, 365 
- vía dependiente de la desadenilación, 375 
- vía de eliminación del capuchón 

independiente de la desadenilación, 375 

- vía endonucleolítica, 376 

- vigilancia, 380 

- viral no empalmado, transporte, 369, 371f 
miRNA (microRNA), 1143 

- definición, 125 

- generación, 1143 

- inhibición de la traducción, 1144 

- rol, 1142 

mRNA monocistrónico, 225 

ncRNA (RNA no codificante), 333 

rRNA (RNA ribosómico), Véase también RNA 

(ácido ribonucleico) 

- definición, 117, 132 

- procesamiento, 384, 385f 

- rol, 131f 

- en serie, 230 

- transcripción, 337f 

snorRNA (RNA nucleolar pequeño) 

- apareamiento de bases entre el pre-mRNA, 388 
- definición, 387 

- expresión a partir de promotores, 388 

- función, 229 

- modificación del pre-rRNA, 388f 

- procesamiento del pre-rRNA, 384 

tRNA (RNA de transferencia), Véase también 

RNA (ácido ribonucleico) 

- activación de los aminoácidos, 135 

- Células bacterianas, 134 

- definición, 132 

- estructura, 134f 

- estructuras plegadas, 134 

- múltiples copias de los genes, 229 

- procesamiento, 384 

- rol, 131f 

mRNA policristrónico, 226 

RNA polimerasas 

- bacterianas, 126f 

- comparación de la estructura tridimensional, 

292f 

- cromatografía en columnas, 291f 

- definición, 125 

- específicas de los orgánulos, 338 

- estructura, 126 

- eucarióticas, 290 
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- - complejo de preiniciación, 298, 298f, 299f 
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- - diagrama esquemático, 356f 

- - dominio carboxilo terminal, 293, 294f, 349 
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- - inmunoprecipitación de la cromatina, 297 
- - islotes CpG, 295 
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- - promotores, 295 

- - regulación del inicio a la elongación, 325 
- - regulación de la terminación, 326 

- - repetición carboxilo terminal, 293 
secuencias de iniciación, 296 

- HI, 292 

- - definición, 290 

- - inicio de la transcripción, 336 

- inicio de la transcripción, 279, 282 

- 1V, 290 

- transcripción, 124 

- unión, 288 

- V, 290 

mRNP (ribonucleoproteína mensajera) 

- anillos de Balbiani, exportación nuclear, 367 
- dirección de exportación, 367 

- exportador, 365 

- fosforilación y dirección reversibles, 369f 

- remodelado, 367f, 368 

- transportador, 618 

- transporte, 367 

- transporte de partículas, 383f 

Rodbell, Martin, 719 

Rodopsina cinasa, 697 

Rodopsinas 

- activación por la luz, 695 

- amplificación de la señal, 696 

- bastones, 694 

- definición, 694 

- fosforilación, 697 

- inhibición de la señal, 697 

- terminación de la vía señalizadora rápida, 696 
- vía activada por la luz, 696f 

Rotación del anillo FO c, 549 

Rotura de la doble cadena, 909 

Rubisco, 567f, 568f, 569 
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Saccharomyces cerevisiac 

- aislamiento del gen CDC de tipo salvaje, 879f 
- análisis genético del ciclo celular, 877 

- crecimiento, 16f 

- dirección de exportación del mRKNP, 367 

- división celular, 175 

- espaciado de los genes, 304 

- estados haploide y diploide, 172, 176 

- estudio del ciclo celular, 877 


- heterodímeros de ciclina-CDK en fase S, 893 


- ilustración, 878f 

- interacción entre el cinetocoro y los 
microtúbulos, 272f 

- locus del tipo de apareamiento, 317f 

- organismo experimental, 12f 

- organismo modelo, 16. 

- proteínas de coorientación del cinetocoro en 
la meiosis 1, 918 

- regulación de la proliferación, 889 

- RNA polimerasas eucarióticas, 290 

- secuencias activadoras corriente arriba, 304 

- secuencias codificadoras de proteínas, 232 


Sarcomas, 1115 

Sarcómeros, 801, 801f 

Schizosaccharomyces pombe 

- activación precipitada de las CDK en la 

mitosis, 897 

- centrómeros, 271, 333 

- estudio del ciclo celular, 877 

- ilustración, 879 

- medición de la longitud celular, 908, 908f 

- metilación dirigida por el RNA, 333 

Secuenciación del DNA 

- amplificación, 192, 193f 

- apareamiento complementario, 9 

- cadenas de DNA 

- estrategias de ensamblado, 197f 

- nucleótidos en la formación, 9 

- siguiente generación, 196 

Secuencias 

- activadoras corriente arriba, 304 

- de anclaje a la detención y la transferencia, 588 

- de recombinación de la señal, 1074 

- de replicación autónomas, 270, 270f 

- señal 

- - anfipáticas amino terminales, 603 

- - definición, 579 

- - membrana del retículo endoplasmático, 

580 

- - naturaleza, 579 

- receptores, 579 

- - recombinación, 1074 

- de señalización de la absorción 

- - definición, 579 

- dirección de las proteínas desde el citosol a 

los orgánulos, 602f 

de la siguiente generación, 196 

- lopogénicas, 423 
- definición, 587 

- - múltiples, 591 
- Orientación de | 
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as proteínas en la membrana 
del retículo endoplasmático, 5911 


- - perfiles de hidropatía, 593, 593f 
Securina, 903f 


Segmento CLIP, 1090 
Segregación 
- alelos, 1761 
| a cTrOMoOsomas, 200, 902, 906f, 915 
'acilitación de la condensación, 901 
- MicCiación, 903 
- Melosis, 913 
" Meljosis 1,917 
recombinación, 915 
Subunidade >. 
Unidades de cohesina específicas de la 
Mélosis, 9]5 
- definición, 176 


" Mutaciones 1>- 2 
lOnes, 172, 175 


- recolección de datos, 208 

Segundos mensajeros 

- amplificación y transmisión de la señal, 679 
- CAMP, 679 

- comunes, 680 

- función, 673 

- integración del Ca2+ y el CAMP, 711,712f 


- síntesis a partir de fosfatidilinositol (1P3), 709f 


- ventajas, 680 
Selectinas, 965 
- P.964 
Señales de distribución diácidas, 641 
Señales de distribución luminales, 637, 637c 
Señales eléctricas, 1019 
Señales de exportación nuclear, 619 
Señales de localización nuclear 
- definición, 617 
- dirección de las proteínas al núcleo, 618, 618f 
- factores de transcripción, 748 
Señales de muerte, 1015 
Señalización 
- amplificación, 680, 680f, 696 
- autocrina, 675 
- cascada, 906 
- descenso regulado, 731 
- descenso regulado por la vía GPCR/cAMP/ 
PKA, 705 
- endocrina, 675 
- fosfoinositósidos, 814f 
- Hedgehog, 752, 753f, 754f, 755f 
- ingreso en el ciclo celular, 891 
- matriz extracelular, 929 
- NF-kB, 757, 758f 
- paracrina, 675 
- de las proteínas, 59, 609, 611f 
- receptores específicos de los antígenos, 1095 
- receptores de la superficie celular, 674f 
- regulación por el citoesqueleto, 776f 
- rodopsina, 696 
- sinapsis, 104] 
- sistema nervioso, 102] 
- TGF-B, 749f 
- tipos extracelulares, 675f 
- Wnt, 752, 752f 
Senescencia replicativa, 881 
Sensores de la histidina cinasa, 285 
Separación de cargas, 558 
Separación reversible de las cadenas, 120 
Serina, 35, 35f 
Serina cinasas del receptor, 746 
Serina proteasas 
- hidrólisis de los enlaces peptídicos, 82f 
- sitio activo, 79, 80f 
Seudogenes 
- definición, 228 
- procesados, 243 
Seudogenes procesados, 243 
Silenciadores del empalme exónico, 362 
Silenciadores del empalme de intrones, 362 
Silenciamiento mediado por la cromatina, 317 
Sinapsina, 1039 
Sinapsis, 915 
" Comunicación, 1036 
- eléctricas, 1045 
- txcitatorias, 1036 
flujo de información, 1022 
* formación, 1037 


- inhibitorias, 1036 

- Química, 1022f, 1045 

- señalización, 1042 

Sintenia, conservación entre el ser humano y el 
ratón, 20 

Sistema inmunitario, 1059 

- capas, 1060f 

- complemento, 1063 

- cOOperación celular, 1102 

- defensas, 1060 

- especificidad, 1059 

- memoria, 1059 

Sistema linfático, 1062f 


Sistema nervioso, Véanse también Células gliales; 


Neuronas 

- bloques de construcción, 1020 

- Circuitos de señalización, 1022 

Sistema de recombinación LoxP-Cre, 214 

Sistema de respuesta al daño del DNA 

- definición, 908 

- detención de la progresión del ciclo celular, 

907 

- fragmentos 

- - aislados, clonación, 185 

- - Corte de las moléculas de DNA, 183 

- - detección, 199 

- - estudio de la expresión de los genes, 199 

- - Inserción en vectores, 183 

- ilustración, 909f 

- puntos de control, 910f 

Sistemas biológicos, 4 

Sistemas de expresión 

- Escherichia coli, 201 

- retroviral, 203 

Sistemas vivos 

- elementos interrelacionados, 4, 5f 

- unidad, 4 

Sitio de unión al cebador, 238f 

Sitios activos 

- definición, 79 

- funcionamiento, 79 

- Serinoproteasas semejantes a la tripsina, 82f 

- tripsina, 79f 

Sitios catalíticos, 79 

Sitios de empalme, 225, 351, 351f 

Sitios de restricción, 183 

SMAC/DIABLO, 1013 

Soluciones salinas, 464 

- hipertónica, 481 

- hipotónica, 481 

Sombra metálica, 420, 421f 

Sombra rotatoria de bajo ángulo, 420 

Sondas de oligonucleótidos, 188 

Sondas, preparación, 194 

SPL3, 1049 

Streptomyces coelicolor, 285 

Subclonación, 191 

Subunidad ribosómica, 389f 

- estrategias de ensamblado, 3891 

- pasaje a través de los complejos de los poros 

nucleares, 389 

Succionato CoQ reductasa, transporte de 
electrones, 537, 537f 

Sucrosa, 567 

SUMO1 (molécula pequeña semejante a la 
ubiquitina 1), 392 

Superfamilia ABC, 754, 1088 


- ABCBI, 491, 491f 

- ABCBA4, 492, 492f 

- definición, 485, 491 

- ilustración, 484f 

- listado de proteínas, 492c 

- movimiento transversal de los fosfolípidos, 
492 

- regulador transmembrana de la fibrosis 
quística (CFTR), 494, 494f 

Superfamilia GTPasa, 635, 913 

Superfamilia del receptor de esteroides, 309 

Superficies basolaterales, 933 

Supresión genética 

- mIRNA, 437f 

- proteínas que interactúan y redundantes, 180 

Supresión sin sentido, 144 

Surco mayor, 119 

Surco menor, 119 

Surco de segmentación, 905 

Sustratos, 78 

SV40, DNA, 147 

- Gusto dulce, 1049 

- modelo, 148f 

- replicación bidireccional, 149f 

SWI/SNF, complejo, 1130 


T 


T-SNARE, 634, 638 
Talasemia, 368 
Tamaño celular crítico, 892 
Taq polimerasa, 193 
TATA, dominios, 296 
- factores de transcripción general, 318 
- proteína de unión, 298 
Taxol, 830 
Técnicas genéticas moleculares, 171 
- análisis genético, 171 
- genética clásica, 171 
- genética inversa, 172, 173f 
Tecnologías, 108 
Tejido(s) 
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- adiposo pardo, 551 
- basal, 968 
- clases, 926 
- conectivo, 925, 951 
- colágeno fibrilar, 951, 952f, 953f 
componentes de la matriz extracelular, 951 
- fibras elásticas, 959, 960f 
- glucosaminoglucanos, 951,953, 954f, 9551 
- metaloproteasas, 960 
- proteinas multiadhesivas, 951,956, 958f, 
959f 
- proteoglucanos, 953, 953f 
volumen, 951 
dérmico, 967 
embrionario, 977 
- ensamblado de las células, 946 
- ensamblado y organización, 927 
epitelial, 926 
- esporógenos, 967 
estiramiento y reenrollamiento, 959 
- formación, 4 
- integración de las células, 925 
- linfoide asociado a la mucosa, 1117 
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- Muscular, 925 

- Nervioso, 925 

- Organización, 926 

- - en órganos, 18, 18f 

- plantas, 967 

- sangre, 925 

Telofase, Véase también Mnitosis 

- definición, 851,877 

- ilustración, 852f 

- reensamblado de la envoltura nuclear, 905f 

Telomerasa 

- inmortalización de las células neoplásicas, 
1148 

- Mecanismo de acción, 274f 

- producción de células tumorales, 1149 

Telómeros 

- definición, 271 

- pérdida de la heterocigosidad, 1149f 

- prevención del acortamiento del cromosoma, 
274 

- silenciación mediada por la cromatina, 316 

Temperatura de fusión, 121, 121f 

Temperatura no permisiva, 176 

Teoría de selección clonal, 1069, 1070f 

Terapia de rehidratación, 509 

Tet-On/Tet-Off, sistemas, 1132 

Tetrahymena 

- experimentos de transfección, 271 

- mtDNA, 247 

- nado, 724 

- telomerasa, 273 

Tetrahymena termophila, 390 

TGF-$B 

- estimulación, 751 

- inhibición de la proliferación, 1138 

- proteínas receptoras, 748 

- receptores activados, 748 

- secreción, 988 

- superfamilia, 748, 749f 

- unión, 748 
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